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1. EINLEITUNG 
1.1. Systematik der Gymnospermen 
Die Spermatophyta mit einer Gesamtanzahl von ca. 241 000 Arten umfassen die Gymnos-
permen sowie die Angiospermen. Zusätzlich zu ihrer Verwendung als Nahrungsmittel und 
Baustoffgrundlage sind sie aufgrund ihrer zahlreichen chemischen Inhaltsstoffe für den 
Menschen von großer Bedeutung (Gemeinholzer, 2018). Die aktuell lebenden Gymnosper-
men umfassen ein wenig mehr als noch 1 000 Arten (Wang und Ran, 2014) und bestehen 
aus den Ordnungen der Ginkgoales, Cycadales, Koniferen und Gnetales (Pires und Doland, 
2012). Eine Übersicht der Systematik ist in Abbildung 1 dargestellt. Neue phylogenetische 
Studien zeigen, dass sich die Ordnung Ginkgoales vor Cycadales entwickelt hat und lassen 
eine sehr enge Verwandschaft beider Ordnungen vermuten (Ran et al., 2018). Die Konife-
ren umfassen die Gruppen der „Nadelbäume“, die 39% der weltweiten Waldoberfläche bil-
den (De La Torre et al., 2019). Die Gymnospermen sind bedingt durch ihre lange Evoluti-
onsgeschichte sehr gut an extreme Lebensbedingungen angepasst (Liesche et al., 2011). 
Den Begriff der „Nacktsamer“ verdanken sie der Tatsache, dass die Samenanlagen im Ge-
gensatz zu Angiospermen nicht von einem Fruchtblatt umhüllt werden (Davis und Schaefer, 
2011). Die phylogenetischen Beziehungen zwischen den einzelnen Klassen der Gymnosper-
men untereinander und zu den Angiospermen sind bis heute nicht eindeutig geklärt und 
werden weiterhin diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei den rezenten Gym-
nospermen nicht wie lange angenommen um eine paraphyletische, sondern um eine mo-
nophyletische Gruppe handelt (Forest et al., 2018). Aufgrund immer wieder neuer Erkennt-
nisse der durchgeführten Genanalysen lassen sich aktuell keine eindeutigen Aussagen be-
züglich der Evolutionsgeschichte machen.  
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1.2. Die Pflanzen Ginkgo biloba, Ephedra distachya,  
  Cycas revoluta und Encephalartos longifolius  
1.2.1. Ginkgo biloba L. 
Ginkgo biloba L. aus der Familie der Ginkgoaceae (siehe Abbildung 2) ist der einzige noch 
bekannte Vertreter der Ginkgoales und wird deswegen als „lebendes Fossil“ (Mohanta et 
al., 2012) bezeichnet. Hierbei handelt es sich um eine der ältesten lebenden Samenpflan-
zen. Hohmann et al. (2018) beschreiben einen Entstehungszeitpunkt Ginkgo-ähnlicher Ar-
ten vor ca. 300 Millionen Jahren. Isah (2015) gibt einen Zeitraum vor ca. 270 Millionen Jah-
ren an. Weiterhin soll sich die Gattung Ginkgo vor ca. 170 Millionen Jahren entwickelt ha-
ben (Hohmann et al., 2018). Aufgrund seiner markanten Charakteristika nimmt er eine Son-
Abbildung 1: Detailierte Darstellung der Systematik der Gymnospermen. 
In veränderter Form in Anlehnung nach Pires & Doland, 2012  
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derstellung unter den Gymnospermen ein (He et al., 2016). Einheimisch ist der Ginkgo bi-
loba Baum in China, Korea und Japan. Heutzutage sind weltweit Exemplare zu finden (Sun 
et al., 2013). 
Es handelt sich um einen diözischen Baum, der eine Höhe von 20-40 Meter erreichen kann. 
Die pyramidenähnliche Baumstruktur 
zeigt einen zentralen Stamm an dem sich 
diagonalwachsende, weiträumige Äste mit 
langen und kurzen Trieben befinden. Die 
sommergrünen Blätter (siehe Abbildung 3) 
sind langgestielt und zeigen eine Fächer-
form. Zudem sind sie zweilappig und zei-
gen eine wechselständige Anordnung 
(Isah, 2015). Die männlichen Bäume bilden 
an Kurztrieben zahlreiche kätzchenartige 
Blüten, die stark reduziert sind. Die Staub-
blätter bilden einen Stiel mit zwei Pollen-
säcken, die sich bei Pollenreife öffnen und 
über den Wind zur Samenanalyse trans-
portiert werden. Die weiblichen Blüten be-
stehen aus einer Samenanlage mit äußerem Integument und einer Mikropyle. In Inneren 
der Samenanlagen befindet sich das vom Integument um-
hüllte Megasporangium, in welchem sich die Megaspore 
entwickelt. Der Pollen keimt und entlässt spiralig begei-
ßelte Spermatozoiden. In der Regel erfolgt die Ver-
schmelzung der Spermatozoiden mit der Eizelle erst vier 
bis sieben Monate nach der Bestäubung sowie einige Wo-
chen nach dem Abfall der Samenanlagen von der Mutter-
pflanze. Die äußere Schicht des Samens ist fleischig und 
riecht stark nach Buttersäure, um von Tieren verbreitet 
zu werden (Gemeinholzer, 2018). 
Wesentliche Inhaltsstoffe der Blätter sind über 30 Flavonoide (Ude et al., 2013; Ban et al., 
2020), wie Flavonoidglykoside von Quercetin, Kämpferol und Isorhamnetin sowie Flavone, 
Abbildung 2: Ginkgo biloba Baum  
Abbildung 3: Gesammelte Blätter 
vom Ginkgo biloba Baum 
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Flavonole, Biflavone wie Ginkgetin und Isoginkgetin (Mullaicharam, 2013). Die Flavonoide 
zeichnen sich durch vielfältige Wirkungen aus. Sie wirken oxidativ (DeFeudis et al., 2002; 
Ellnain-Wojtaszek et al., 2002; Zuo et al., 2017, Li et al., 2019), agieren als freie Radikalfän-
ger (Zuo et al., 2017) und zeigen antiallergische (Tao et al., 2019), antientzündliche (Li et 
al., 2019; Tao et al., 2019), neuroprotektive und in vitro antikanzerogene Effekte (Li et al., 
2019). 
Die Terpenfraktion besteht zu 3,1% aus den Ginkgoliden A, B, C, J, wobei letzteres nur in 
Blättern gefunden wurde sowie M, welches ausschließlich in den Wurzeln nachgewiesen 
werden konnte (Nakanishi, 2005) sowie aus ca. 2,9% Bilobalid (siehe Abbildung 4) (Rojas et 
al., 2012; Liu et al., 2020).  Einige der multifaktorellen pharmakologischen Aktivitäten des 
Extraktes sind neben dem bereits aufgeführten Effekt der Flavonoide, die pharmakologi-
schen Eigenschaften der Terpenoide wie die Beeinflussung des Plättchen aktivierenden 
Faktors (PAF) bei zerebralen Gefäßerkrankungen (Liu et al., 2019), die Inhibition der β-Amy-
loid-Peptid-Aggregation bei Alzheimer-Erkrankung (Wu et al., 2006) sowie die Stimulation 
des Endothelium-derived relaxing Faktors (EDRF) zur verbesserten Blutzirkulation (Sa-
dowska-Krepa et al., 2017).  
Weitere Inhaltsstoffe sind Proanthocyanidine, Alkylphenole, phenolische Säuren sowie Po-
lyphenole (Isah, 2015). 
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Als Arzneidroge wird der standardisierte Extrakt der noch grünen frischen oder getrockne-
ten Blätter verwendet. Die Droge wird aus Wildkulturen aus Südfrankreich, Kalifornien, 
Südkorea und China gewonnen (Hänsel und Hölzl, 2013; Lee und Birks, 2018).   
Im Europäischen Arzneibuch werden die zerkleinerten und getrockneten Ginkgoblätter 
Ginkgo folium mit einem Mindestgehalt von 0,5% an Flavonoide (berechnet als Flavonoid-
glykosid) bezogen auf die eingesetzte getrocknete Droge verwendet (Ph. Eur, 2017). Bei 
den pharmazeutisch eingesetzten Ginkgo biloba Extrakten EGb 761® und LI 1370® handelt 
es sich um einen standardisierten Spezialextrakt aus den Blättern (Ude et al., 2013). Die 
Kommission E schreibt für diese in ihrer Monographie einen Flavonoidglykosidgehalt von 
22-27%, einen Gesamtterpenlactongehalt von 5-7% inklusive der Ginkgolide A, B, und C 
(2,8-3,4%), einen Bilobalidgehalt (2,6-3,2%) sowie eine Konzentration der Ginkgolsäure von 
weniger als 0,05 ppm vor (Ude et al., 2013; Hashiguchi et al., 2015; Zuo et al., 2017; Liu et 
al., 2020). Letztere weist unter anderem ein allergisches und gentoxisches Potenzial auf 
(Ahlemeyer et al., 2001; Liu et al., 2009). 
 
Die Anwendungsgebiete des Ginkgo biloba Extraktes wurden in der Monographie der Kom-
mission E aus dem Jahre 1994 folgend aufgeführt (Fintelmann und Weiss, 2009): 
Abbildung 4: Pharmakologisch aktive Inhaltsstoffe des Ginkgo biloba Extraktes EGb 761®. 
In Anlehnung nach Shi et al., 2010:  A: Ginkgolide A, B, C, J, M; B. Flavonoidderivate.  
In Anlehnung nach Liu et al., 2018: C: Bilobalid 
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- Symptomatische Behandlung von hirnorganisch bedingten Leistungsstörungen im 
Rahmen eines therapeutischen Gesamtkonzepts beim demenziellen Syndrom (zur 
primären Zielgruppe gehören demenzielle Syndrome bei primär degenerativer De-
menz, vaskulärer Demenz und Mischformen aus beiden). 
- Verbesserung der schmerzfreien Gehstrecke bei peripherer arterieller Verschluss-
krankheit im Stadium II nach Fontaine (Claudicatio intermittens) im Rahmen  
physikalisch therapeutischer Maßnahmen (vor allem Gehtraining) 
- Schwindel 
- Tinnitus 
Der Extrakt (35-67:1) EGb 761® wird als 60%iger (m/m) Acetonextrakt von der Firma Dr. 
Wilmar Schabe GmbH & Co. KG in Karlsruhe, Deutschland, unter dem Handelsnamen Te-
bonin® vertrieben (Gauthier und Schlaefke, 2014; Ude et al., 2013). Der LI Extrakt 1379®,  
mit dem Handelsnamen Kaveri®, stammt von Lichtwer Pharma GmbH aus Berlin (Ude et 
al., 2013). 
 
1.2.2. Ephedra distachya L. 
Die Gattung Ephedra (Meerträubel) der Familie Ephedraceae aus der Ordnung der Gnetales 
umfasst 40 Arten (Danciu et al., 2019), die überwiegend strauchförmig wachsen und in den 
Regionen Südamerika, Sahara, Mittelmeerraum und Asien beheimatet sind. Die Teilung der 
Klasse Gnetopsida in die drei Familien Ephedraceae, Welwitschiaceae sowie Gnetaceae soll 
vor ca. 146 Millionen erfolgt sein (Wang et al., 2019).   
Alle Vertreter der Familie sind basal verholzt und weisen im Gegensatz zu allen anderen 
Nacktsamern Tracheen auf. Die Blätter sind häufig zu Schuppen reduziert, wobei die grünen 
Zweige die Photosynthese übernehmen. Die männlichen Blüten stehen einzeln oder zu 
zweit/zu dritt an den Nodien (Knoten). Diese haben eine Hülle aus zwei basal verwachse-
nen Schuppenblättern, aus der die endständig verwachsenen Pollensäcke herausragen. Die 
weiblichen Blüten sitzen gegenständig oder zu Wirteln an einem Knoten. Diese besitzen ein 
Paar verwachsener, ledriger Schuppen, die bei der Reife eine fleischig rote Farbe zeigen 
(Gemeinhauser, 2018).  
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In dieser Arbeit wurden die oberirdischen Teile der Pflanze Ephedra distachya, Gewöhnli-
ches Meerträubel, verwendet (siehe Abbildung 5), deren Verbreitungsgebiet Europa bis 
Asien umfasst. Es handelt sich um ein aufsteigen-
des, nahezu blattloses, bis zu 1 Meter großes Ru-
tengewächs. Die Zweige sind meist gerade, bis zu 
2 mm dick und fein gestreift. Sehr auffällig sind 
die roten Beerenzapfen, die eine Länge von ca. 6 
bis 7 mm aufweisen und kugelig erscheinen 
(Dengler et al., 2013). Die wesentlichen Inhalts-
stoffe der Gattung sind die herzkreislaufwirksa-
men Alkaloide Ephedrin, Norephedrin, Pseudo-
ephedrin, Methylephedrin und Methylpseudo-
ephedrin. Weitere pharmazeutisch unbedeuten-
dere Inhaltsstoffe sind Polysaccharide, Flavono-
ide und Tannine (Fan et al., 2015), Calciumoxalat-
kristalle und Mineralien (Ibragic und Soifc, 2015) 
Die orale Einnahme von Ephedrin-Alkaloiden bewirkt aufgrund der sympathomimetischen 
Wirkung durch eine Aktivierung der adrenergen Rezeptoren eine Aktivitätssteigerung des 
Herzkreislaufsystems (Stohs und Badmaev, 2016), welche sich in einer Steigerung des Blut-
drucks und der Herzaktivität (Brown et al., 2012; Hassani et al., 2018) sowie in einer Erwei-
terung der Bronchien äußert (Hassani et al., 2018).  
 
Im Europäischen Arzneibuch ist das Ephedra herba der Pflanzen Ephedra sinica, Ephedra 
intermedica sowie Ephedra equisetina aufgeführt. Der Gehalt an Ephedrin muss mindes-
tens 1% bezogen auf die getrocknete Droge betragen (Ph. Eur., 2017).  
In der Traditionell Chinesischen Medizin (TCM) wurde Ephedra herba der Pflanze Ephedra 
sinica bereits vor 5 000 Jahren als Stimulanz und aufgrund des antiasthmatischen Effektes 
angewendet (Abourashed et al., 2003). Seit 2006 ist Ephedra herba in die Arzneimittel-ver-
schreibungsverordnung aufgenommen und damit rezeptpflichtig. Ein Jahr später stellte das 
Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) Ephedra herba zusätzlich un-
ter das Grundstoffüberwachungsgesetz (GÜG) (BfArM-Mitteilung). Weiterhin wird seit 
Abbildung 5: Habitus von Ephedra distachya  
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1990 Ephedrin in Verbindung mit Coffein zur Stimulation der Gewichtsabnahme miss-
bräuchlich angewendet (Liu et al., 2013). Heutzutage wird in Deutschland Ephedrinhydro-
chlorid zur Behandlung einer Hypotonie während einer Spinal-, Epidural- oder Allgemeina-
nästhesie sowie Ephedrinhemisulfat als Vasokonstriktor zur Nasenschleimhautabschwel-
lung in dem rezeptfreien Arzneimittel Wick Medi Nait® eingesetzt (Gelbe Liste).  
 
1.2.3. Cycas revoluta Thunb. und Encephalartos longifolius (Jacq.) Lehm 
Die ersten Vertreter der Cycadales (Palmfarne) entstanden je nach Literaturangabe vor 
200-300 Millionen Jahren (Brenner et al., 2003, Yamada et al., 2012; Roodt et al., 2017; 
Nadarajan et al., 2018; Mankga et al., 2020). Heute existieren 10 Gattungen, 3 Familien und 
348 Arten (Nadarajan et al., 2018). Die Arten be-
sitzen in Europa keine pharmazeutische Relevanz 
und werden vorwiegend als Zierpflanzen kulti-
viert. Ihr natürlicher Lebensraum ist die Südhemi-
sphäre mit Wald- und Savannenstandorten in tro-
pischen oder subtropischen Regionen, wie Austra-
lien und südliches Afrika. Die Palmfarne besitzen 
Stämme, die entweder baumförmig oder unterir-
disch bzw. bodennah knollig gedrungen sind. Die 
Blätter sind meist gefiedert und bilden terminal ei-
nen Blattschopf. Die Wurzeln sind in der Lage suk-
kulent zu werden und dienen damit als Speicher-
wurzel (Gemeinhauser, 2018). Zudem bilden sie 
knapp unter der Bodenoberfläche Korallenwurzeln, die Cyanobakterien einen Lebensraum 
bieten können (Yamada et al., 2012; Chang et al., 2019). Bedingt durch diese Symbiose 
können sie auch nährstoffarme Böden besiedeln. Palmfarne sind diözisch (Krieg et al., 
2017). Die gebildeten Zapfen können bis zu 75 cm lang und 40 kg schwer werden (Gemein-
hauser, 2018). In dieser Arbeit wurden die Blätter ohne Mittelrippe des Japanischen Palm-
farns Cycas revoluta aus der Familie der Cycadaceae verwendet (siehe Abbildung 6), der 
namensgebend in Japan beheimatet ist (Kanesaki et al., 2018). Es handelt sich um einen 
Abbildung 6: Habitus von Cycas revoluta  
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nur wenige Meter hoch werdenden Baum,  der sich durch die schmal-linealischen, spitzen, 
oberseits glänzend dunkelgrünen, am Rande zurückgerollten Fiedern seiner Laubblätter 
und durch die filzartigen Fruchtblätter auszeichnet (Müller, 2013).  
 
Zusätzlich wurden die Wedel ohne Stiel des Suurberg-Brotpalmfarns Encephalartos longifo-
lius genutzt. Bei Encephalartos (Brotpalmfarne) handelt es sich um eine Pflanzengattung 
aus der Familie der Zamiaceae, welche mit 65 Arten in Süd- sowie Ostafrika beheimatet ist 
(Downie et al., 2008; Yessoufou et al., 2013).  
 
Über die Inhaltstoffe der Blätter von Cycas ist bislang wenig bekannt. Als wesentliche Be-
standteile konnten Biflavonoide und phenolische Säuren identifiziert werden (Moawad et 
al., 2010) sowie karzinogene Substanzen wie Cycasin und die neurotoxische Aminosäure β-
N-Methylamino-L-Alanin (L-BMAA) (Schneider et al., 2003; Kisby et al., 2013). Arshad et al. 
(2019) berichten über narkotische, aphrodisierende und stimulative Effekte von Cycas re-
voluta sowie über einen volksmedizinischen Einsatz aufgrund eines antidiabetischen Effek-
tes. In der TCM werden die Samen als Antirheumatikum, Expektoranz und Tonikum ange-
wendet (Moawad et al., 2010). 
 
1.3. Die pflanzliche Zellwand 
Aus heutiger Sicht betrachtet man die Zellwand als ein metabolisch dynamisches Kompar-
timent mit vielen spezifischen und wichtigen Funktionen (Evert, 2009; Steinwand und Kie-
ber, 2010). So spielt sie eine große Rolle beim Wachstum und der Entwicklung der Pflanze, 
in der Interaktion mit der Umwelt in der intrazellulären Signalkommunikation (Showalter, 
1993) und bei der Abwehr von Pathogenen (Steinwand und Kieber, 2010). Zudem ist sie 
heutzutage von großem Interesse für die menschliche und tierische Ernährung sowie als 
Rohstoff für die Textil- bzw. Papierindustrie (Yin et al., 2010). Die pflanzliche Zellwand lässt 
sich in zwei Abschnitte einteilen. Die primäre Zellwand schließt an die nach der Mitose ge-
bildeten Mittellamelle an. Die sekundäre Zellwand verleiht der Zelle im verstärkten Maße 
Stabilität (Peralta et al., 2017).  
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Die pflanzliche primäre Zellwand ist eine extrazelluläre Matrix und besteht im Wesentli-
chen aus den vier Polysacchariden Cellulose, verschiedene Hemicellulosen (Xylane, Xy-
loglucane und Glucomannane; Peralta et al., 2017), Pektinen sowie teilweise auch aus Cal-
lose (Egelund et al., 2004). Die sekundäre Zellwand besteht überwiegend aus Cellulose, He-
micellulosen, sowie Lignin (Zhong und Ye, 2014). Weitere Bestandteile sind Proteine, die 
als Hydroxyprolinreiche Glykoproteine (HRGPs) bezeichnet werden. Diese Gruppe umfasst 
vor allem Glykoproteine wie Extensine sowie die Arabinogalactan-Proteine (AGPs) (Tan et 
al., 2013).  
Während der Evolution mussten die Pflanzen sich an die Faktoren der Umwelt wie Wet-
tereinflüsse, UV-Strahlung und Pathogenabwehr anpassen, um ihr Überleben zu sichern. 
Diese Anforderungen verlangten auch eine spezifische Anpassung der pflanzlichen Zell-
wandstruktur.  
So konnten zahlreiche unterschiedliche Zusammensetzungen der Zellwandbestandteile in 
diversen Pflanzen analysiert werden. In Bryophyten und Charophyten kann die Zellwand 
nicht eindeutig zwischen einer primären und sekundären Zellwand unterschieden werden 
(Sarkar et al., 2009). 
 
1.4. Arabinogalactane (AGs) und Arabinogalactan-Proteine (AGPs) 
1.4.1. AGs 
Arabinogalactane kommen als reine Polysaccharide ohne Proteinteil in verschiedenen 
Pflanzen vor. Nach Aspinall et al. (1982) lassen sich die AGs in zwei Typen einteilen.  
Typ I zeigt als Hauptkette lineare β-1,4-D-Galactose und ist an der Position C-3 mit einer α-
Arabinose verknüpft (Clarke et al., 1979; Hinz et al., 2005). Dieser Typ ist weiterhin als Ver-
knüpfung zu Rhamnogalacturonan-I-Regionen (RG I) von Pektinen beobachtet worden 
(Hinz et al., 2005) (siehe Abbildung 7 A). Die kommen als pektinische Komplexe in Blättern, 
Knospen und Samen vor (Clarke et al., 1979). 
Typ II AGs besitzen eine β-1,3-Galactankette, welche teilweise an Position C-6 mit β-1,6-
Galactose verknüpft ist und häufig ein Molekulargewicht von 5-25 kDa besitzt (Ellis et al., 
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2010). Weiter vorkommende Monosaccharide in den Seitenketten sind vor allem Arabi-
nose, Rhamnose, Xylose und Glucuronsäure (Pellerin et al., 1995). Dieser Typ kann eben-
falls als Bestandteil der Seitenketten von Pektinen vorkommen (Nothnagel, 1997) oder 
über eine kovalente Bindung mit einem Protein verknüpft sein und damit zu einem AGP 
werden (siehe Abbildung 7 B). Dieser Typ wurde ohne Proteinteil in Lärchen wie in Larix 
larincina nachgewiesen (LAGs) (Göllner et al., 2011; Dion et al., 2016). So konnte beispiels-
weise ein AG Typ II mit einer Größe von 29 kDa aus dem Holz von Larch sibirica isoliert 
werden (Karácsonyi et al., 1984). 
Weiterhin wurde ein Typ III nach Clarke et al. (1979) aus Lolium-Arten (Poaceae) vorge-
schlagen. Das Grundgerüst aus 1,3-Galactose ist an Position 6 mit 1,6-Galactoseeinheiten 
verknüpft. An diesen kann in Position 3 1-Arabinose gebunden sein. Endständige Galactose 
kann in Position 3 und 6 ebenso mit 1-Arabinose verknüpft sein. 
Ein weiterer Strukturtyp III wurde von Léonard et al. (2010) vorgeschlagen, welcher aus den 
Allergenen Art v 1 von Artemisia vulgaris und Amb a 4 von Ambrosia artemisiifolia erstellt 
werden konnte. Art v 1 zeigt eine kurze Kette von β-D-Galp (1,6), welche mit Hydroxyprolin 
verknüpft ist. Dieser besteht nur aus einer Verknüpfung von wenigen Galactosen als Haupt-
kette und Arabinose in den Seitenketten, die teilweise stark verzweigt sein können. So wur-
den terminale 1-Araf, 5-Araf, 3,5-Araf, 2,5-Araf, 2,3,5-Araf, und als Galactoseanteil 3,6-Galp 
nachgewiesen (siehe Abbildung 7 C). Diese Verbindung reagiert mit dem Yariv-Reagenz und 
stellt damit ein AGP dar.  Amb a 4 zeigte leichte Variationen der Zusammensetzung (Hijazi 
et al., 2014).   
 
Abbildung 7: Darstellung der unterschiedlichen AG- bzw. AGP-Typen nach Hijazi et al., 2014 
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1.4.2. AGPs 
AGPs zählen zu den komplexesten und hochmolekularen Inhaltsstoffen der pflanzlichen 
Zellwand. Die AGPs gehören neben den mäßig glykosylierten Extensinen (EXTs) und leicht 
glykosylierten prolinreichen Proteine (PRPs) zu der Klasse der hydroxyprolinreichen Gly-
koproteine (HRGPs) und bestehen im Wesentlichen aus einem AG Typ II, welcher 90-99% 
des Moleküls ausmacht und einem rückgratbildenden hydroxyprolinreichen Proteinanteil, 
welcher zwischen 1-10% liegt. Der Kohlenhydratanteil umfasst die Monosaccharide Arabi-
nose und Galactose sowie in geringeren Mengen weitere Monosaccharide. Neben Hydro-
xyprolin dominieren häufig die Aminosäuren Prolin (Pro), Serin (Ser), Threonin (Thr) sowie 
Alanin (Ala) (Ellis et al., 2010). Bedingt durch die Varationen der Kohlenhydratzusammen-
setzung, der Aminosäuresequenz und deren O- oder N-glykosidische Verknüpfung existiert 
eine große Vielzahl im strukturellen Aufbau.  
 
AGPs konnten in höheren Pflanzen (Classen et al., 2000), Moosen (Fu et al., 2007; Bartels 
et al., 2017; Classen et al., 2019; Happ und Classen, 2019), Farnen (Bartels und Classen, 
2017; Classen et al., 2019) und einigen Gymnospermen (Makarova et al., 2015) nachgewie-
sen werden. AGPs kommen in verschiedenen Pflanzenorganen wie Blättern, Blütenbe-
standteilen, Samen und Wurzeln vor (Nothnagel, 1997). So wurden sie auch in den Zellwän-
den der Tracheiden von verschiedenen Pinus-Arten mit Hilfe monoklonaler Antikörperre-
aktionen und eines Transmissionselektronenmikroskops nachgewiesen (Altaner et al., 
2010). Zudem wurden in den Zellwänden der Pollenkörner verschiedener Gymnospermen 
AGP-Epitope gefunden (Fernando et al., 2010; Nguema-Ona et al., 2012). 
 
1.4.3. Funktionen  
Die AGPs sind in der Zellwand und in der extrazellulären Matrix lokalisiert und können teil-
weise über einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) in der Plasmamembran 
verankert sein. Eine Abspaltung der AGPs vom GPI-Anker ist durch den Einfluss einer spe-
zifischen Phospholipase möglich, z.B. um zelluläre Signale zu beantworten (Costa et al., 
2013). Nach Seifert und Roberts (2007) deutet dieses auf eine Vermittlerfunktion der AGPs 
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zwischen Plasmamembran, Zellwand und Cytosol hin. Die detailiertenFunktionen sind bis 
heute nicht ausreichend geklärt worden. Die AGPs scheinen eine wesentliche Rolle beim 
Zellwachstum und der Zellentwicklung (Kishor et al., 2015) sowie der Zellexpansion, Zell-
teilung, Xylemdifferenzierung und der somatischen Embryogenese zu spielen (Gao und 
Showalter, 1999; Tang et al., 2006; Ellis et al., 2010; Tan et al., 2012). Vom pharmazeuti-
schen Interesse ist die immunstimulierende Wirkung, welche für einige AGPs in vitro ge-
zeigt werden konnte. Ein AGP aus Echinacea zeigt in vitro eine Aktivierung des Komple-
mentsystems (Alban et al., 2002) sowie eine Bindung an Leukozyten (Thude et al., 2006). 
Für die AGPs aus Baptisia und Echinacea konnte in vitro ein Einfluß auf die Proliferation, 
Immunglobulin-M-Produktion (IgM), Nitrit- und Interleukin6-Produktion (IL6) von Maus-
Lymphozyten nachgewiesen werden (Classen et al., 2006). 
 
1.4.4. Detektion und Isolierung 
Ein wesentliches Instrument zur Isolierung, Färbung und Quantifizierung der AGPs ist das 
Yariv-Reagenz (1,3,5-Tri(p-β-D-glycosyloxyphenylazo)-2,4,6-trihydroxybenzol) (Yariv et al., 
1967), ein Phenyglykosid (Kitazawa et al., 2013). Die diversen Phenylglykoside unterschei-
den sich in der Isomerisierung der Hydroxylgruppe am C-2-Atom (Guan und Nothnagel 
2004). Die Phenylglykoside (β-D-Glc)3 und (β-D-Gal)3 sind in der Lage eine Bindung mit den 
AGPs einzugehen, wohingegen (β-D-Man)3 und (α-D-Gal)3 nicht zu einer Bindung befähigt 
sind (Mollet et al., 2002). Der Mechanismus der Interaktion ist noch nicht vollständig ge-
klärt und es existieren verschiedene Theorien über die strukturellen Voraussetzungen im 
Yariv-Reagenz bzw. im AGP (Kitazawa et al., 2013; Sato et al., 2018). Als strukturelle Vo-
raussetzung im Yariv-Reagenz ist die β-Verknüpfung von D-Zuckern oder die α-Verknüpfung 
von L-Zuckern innerhalb eines β-D-Yariv-Reagenz-Molekül wichtig. Weiterhin muss, wie be-
reits aufgeführt, die OH-Gruppe am C-2-Atom in der D-Glc-Konfiguration und zusätzlich die 
Diazogruppe am Phenylring in der C-4 Position vorliegen. Neue Erkenntnisse legen nahe, 
dass in wässriger Lösung bis zu 300 Einheiten und in einer 1%igen NaCl-Lösung etwa 150 
Einheiten aggregieren (Paulsen et al., 2014). 
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1.4.5. Biosynthese 
Die Biosynthese der Glykoproteine der pflanzlichen Zellwand findet im rauen endoplasma-
tischen Retikulum (ER) sowie Golgi-Apparat mit einem nachfolgenden Vesikeltransport zur 
Zelloberfläche statt (Nothnagel, 1997). Die Hydroxylierung von Prolin wird durch das Enzym 
Prolyl-4-Hydroxylase katalysiert (Hill et al., 2000). Anschließend findet die O-Glykosylierung 
über eine Galactosyltransferase statt, welches eine Galactoseeinheit an Hydroxyprolin bin-
det (Showalter und Basu, 2016). Die nachfolgende Glykosylierung wird innerhalb des Golgi-
Netzes abgeschlossen. Der Transport zur Plasmamembran verläuft über Vesikel (Ellis et al., 
2010). Abhängig vom Proteinaufbau unterscheidet man zwischen klassischen und nicht-
klassischen AGPs. Klassische AGPs besitzen eine N-terminale Signalsequenz, eine zentrale 
Prolin-, Alanin-, Serin-, Threonin- („PAST“) reiche Domäne und am C-terminalen Ende eine 
hydrophobe Domäne zur Plasmamembranbindung über einen GPI-Anker (Youl et al., 1998; 
Oxley und Bacic, 1999; Ma et al., 2018). Nicht klassische AGPs besitzen größere Mengen an 
Asparagin oder Histidin (Rumyantseva, 2005) sowie Cystein (Ma et al., 2018). Weiterhin 
können die Hydroxyprolin- und Alanin-reichen Regionen in geringerer Menge ausfallen 
(Rumyantseva, 2005). Eine hydrophobe Region, welche vermutlich für die Bindung an den 
GPI-Anker verantwortlich ist, fehlt hier (Mareri et al., 2018). 
 
1.4.6. Räumliche Struktur 
Die räumliche Struktur der AGPs in Form eines „wattle-blossom“-Modells wurde zuerst 
durch Fincher et al. (1983) beschrieben (siehe Abbildung 8 A). Dieses ist durch ein Protein-
Rückgrat gekennzeichnet, welches verzweigte AG-Seitenketten enthält. Analysiert wurde 
diese Struktur aus Gummi arabicum. Eine weitere Struktur beschreibt Qi et al. (1991) bei 
der das AGP einem verdrillten, haarigen Seil (twisted hairy rope model) ähnelt (siehe Abbil-
dung 8 B). Mittels einer Transmissionselektronenmikroskopie und der Rasterkraftmikro-
skopie (AFM) wurden von Sanchez et al. (2007) die Tertiärstruktur des AGs aus Gummi ara-
bicum untersucht, welches eine scheibenförmige Struktur beschreibt (siehe Abbildung 8 C). 
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1.5. Humane Galektine 
1.5.1. Allgemeines  
 
Bei den Galektinen handelt es sich um eine stark konservierte Familie von β-Galactosidbin-
denden Lektinen, die aufgrund ihrer vielfältigen biologischen Funktionen und pathologi-
schen Beeinflussung immer mehr in den Blickpunkt der medizinischen Forschung geraten 
sind (Dings et al., 2018; Pal et al., 2019). Heutzutage sind bislang 15 humane Galektine ent-
deckt worden, die in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Galektine vom Proto-
Typ (Gal-1,-2,-5,-7,-10,-11,-13,-14,-15), Chimären-Typ (Gal-3) und vom Tandem -repeat-Typ 
(Gal-4,-6,-8,-9 und -12) (Di Lella et al., 2011; Rapoport und Bovin, 2015; Unverdorben et al., 
2016) (siehe Abbildung 9). Die wesentlichen Unterscheidungsmerkmale der Gruppen liegen 
in der Anzahl der carbohydrat-recognition domains (CRD), Präsenz oder Länge der mit den-
Abbildung 8: Strukturmodelle der Arabinogalactan-Proteine 
A: wattle blossom Modell, B: twisted hairy rope Modell. Jeweils in Anlehnung nach Ellis et al., 2010. 
 C: Scheibenförmige Struktur. Entnommen aus Sanchez et al., 2007 
 
C 
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CRDs verknüpften Proteine, N-/C-terminale Endungen und Homologie der Aminosäurese-
quenz (Yoshino et al., 2008). Eine CRD besteht aus ca. 130 Aminosäuren und ist verantwort-
lich für die spezifische Kohlenhydratbindung (Nakahara und Raz, 2007; Argueso et al., 
2015). Die Galektine der Proto-Typen besitzen eine CRD (Earl et al., 2010), ebenso wie der 
chimäre Typ Galektin-3 (Rabinovich, 2005). Tandem repeat Galektine verfügen über zwei 
verschiedene CRDs (Earl et al., 2010). Einige der proto-typischen Galekine sind in der Lage 
Homodimere zu bilden (Bi et al., 2008; Rabinovich, 2005), weiterhin kann Galektin-3 als 
Pentamer vorkommen (Ahmad et al., 2004; Nakahara und Raz, 2007). Die biologischen 
Funktionen der Galektine sind äußerst vielfältig. So können sie extrazelluläre Prozesse wie 
z.B. die Interaktion mit Glykoproteinen zur zellulären Signalvermittlung, intrazelluläre Pro-
zesse, wie z.B. die Protein-Protein-Interaktion beeinflussen (Bibens-Laulan und St-Pierre, 
2017; Stegmayer et al., 2019). Hierdurch beeinflussen sie diverse biologischer Funktionen, 
wie Zelladhäsion, Zellwachstum sowie Apoptose und spielen damit eine große Rolle bei 
zahlreichen Erkrankungen (Perillo et al., 1998; Yang und Liu, 2003; Chien et al., 2017).  
Eines der am besten erforschten Galektine ist das Galektin-3, welches sowohl im Cyto-
plasma als auch auf der Oberfläche von Zellen vorkommt und wesentliche Funktionen bei 
verschiedenen physiologischen Vorgängen wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung, 
Apoptose sowie pathophysiologischen Vorgängen wie Tumorangiogenese übernimmt (For-
tuna-Costa et al., 2014). So konnte eine vermehrte Galektin-3 Expression beim Gebärmut-
terhalskrebs festgestellt werden (Chetry et al., 2018). 
Für die kohlenhydratbezogene Bindung der Galektine ist die Struktur des aus Glucose und 
Galactose bestehenden Disaccharides Lactose die minimal benötigte Interaktionsanforde-
rung. Eine Veränderung der chemischen Struktur kann die Bindungsaffinität weiter erhö-
hen. So bindet N-Acetyllactosamin um das Fünffache besser an Galektin-3. Die Bindungsaf-
finät wird zusätzlich durch größere Oligosaccharide, wie β-(1,3)-verknüpfte PolyNAc-Lacto-
samin-Glykane erhöht, wie sie in der extrazellulären Matrix und auf der Zelloberfläche vor-
kommen (Dings et al., 2018).  
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1.5.2. Bindung von pflanzlichen Polysacchariden an humane Galektine 
Aufgrund ihres Interaktionsvermögens mit humanen Galektinen geraten pflanzliche Poly-
saccharide immer mehr in den Blickpunkt der Forschung. Besonderes Interesse gilt bisher 
Pektinen, dem modifizierten Citruspektin (MCP) sowie Galactomannanen.  
Das Rückgrat des Pektins besteht wesentlich aus 1,4-verknüpften α-D-Galacturononsäuren. 
Aufgrund möglicher Variationen in der Zusammensetzung des Rückgrats und zusätzlicher 
Verknüpfungen, werden die Pektine in unterschiedliche Typen eingeteilt. Die Haupttypen 
sind Rhamnogalacturonan I (RG I), Homogalacturonan (HG) und Rhamnogalacturonan II 
(RG II) (Stegmayer et al., 2016). RG I besteht aus den kontinuerlichen Disaccharideinheiten 
α-1,4-Galacturonsäure-α-1,2-Rhamnose. Von diesen sind 20-80% der Rhamnoseeinheiten 
im Backbone mit unterschiedlichen Seitenketten wie β-1,4-Galactan, Arabinanen und/oder 
AGs verknüpft (Yoo et al., 2012). Aufgrund ihrer Komplexität und des hohen Molekularge-
wichtes werden Pektine häufig mittels alkalischer, saurer und/oder enzymatischer Hydro-
lyse modifiziert. Hieraus entstehen modifizierte Fragmente mit niedrigerem Molekularge-
wicht wie MCP (Stegmayer et al., 2016). Dieses wird z.B. aus der Schale von Citrusfrüchten 
gewonnen. Für diese kleinere, nicht verzweigte und galactosereiche Kohlenhydratkette 
sind bereits mehrere Interaktionen mit Galectin-3 berichtet worden (Lu et al., 2017; 
Martínez-Martínez et al., 2018). Weiterhin konnten von diesem Galektin Interaktionen mit 
Rhamnogalacturonan I berichtet werden (Gao et al., 2013; Shi et al., 2017). Das Produkt 
Davanat® beinhaltet ein 59 kDa schweres Galactomannan, welches aus 1,4-verknüpfter D-
Abbildung 9: Klassifizierung und schematische Darstellung humaner Galektine in 
 Anlehnung an Xiao et al., 2018 
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Mannose besteht, von welchem einige Einheiten über 1,6-Verknüpfungen mit Galacto-
seeinheiten verknüpft sind. Für dieses Galactomannan sind Interaktionen mit Galectin-1 im 
Rahmen anti-metastasischer Untersuchungen beschrieben worden (Miller et al., 2009). 
Damit bietet die Untersuchung der Interaktion von Galektinen mit galactosehaltigen Oligo- 
oder Polysacchariden die Möglichkeit, die Bindung von Galactanen an Galektine besser zu 
verstehen und in der Zukunft therapeutisch einsetzbare Galektin-Inhibitoren zu entwickeln. 
 
1.6. Zielsetzung dieser Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit bestand in der erstmaligen Isolierung, Quantifizierung und Charakte-
risierung der Arabinogalactan-Proteine aus den Gymnospermen Ginkgo biloba, Ephedra 
distachya und Cycas revoluta. Ein AGP aus Encephalartos longifolius sollte zusätzlich isoliert 
werden und in den Grundzügen charakterisiert werden. Nach der Isolierung mittels Yariv-
Fällung sollten die quantitativen und qualitativen Zusammensetzungen der AGPs bestimmt 
werden.  
Um eine nähere Charakterisierung zu ermöglichen, sollte der Uronsäuregehalt photomet-
risch gemessen werden und eine Uronsäurereduktion mit gleichzeitiger Deuterierung 
durchgeführt werden. Eine umfangreichere Charakterisierung des Ginkgo biloba AGPs, 
wurde mittels Durchführung verschiedener Partialhydrolysen ermöglicht. Zusätzlich sollten 
mit der Methode des Enzyme Linked Immunsorbent Assays (ELISA) die Reaktivität einzelner 
monoklonaler Antikörper getestet werden. Anhand dieser sowie den Ergebnissen aus der 
Bindungstypanalyse sollte letztendlich ein Strukturvorschlag für den Kohlenhydratanteil 
konzipiert werden. Die Proteinanalytik des Proteinanteils sollte mittels einer Elementar-
analyse und einer Hydroxyprolinbestimmung erfolgen.  
Der Aufbau von AGPs in Angiospermen ist bislang sehr gut untersucht worden. Weiterfüh-
rende Analysen ermöglichten die Charakterisierung der AGPs aus einigen Moosen und Far-
nen. Hier konnten einzigartige Strukturmerkmale gefunden werden. Da es bislang sehr we-
nig Untersuchungen der AGPs in Gymnospermen gibt und die Abgrenzung der AGs zu AGPs 
nicht eindeutig ist, soll diese Arbeit weitere vertiefte Einblicke in den strukturellen Aufbau 
der Gymnospermen-AGPs ermöglichen und damit weitere Rückschlüsse auf die Verände-
rung der AGPs im Laufe der Zellwandevolution ermöglichen. 
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Durch die Degradierung der AGPs zu Galactanen wurden potenzielle Liganden für humane 
Galektine hergestellt. Da Galektine im Tumorgeschehen involviert sind und schon vielfach 
über deren Interaktionen mit pflanzlichen Polysacchariden berichtet wurde, sollten  
kinetische Interaktionsstudien am BLI von Galactanen mit den humanen Galektinen-1 und 
-3 neue Einblicke in die Entwicklung neuer therapeutischer Galektin-Inhibitoren bieten. 
Zusätzlich wurde das Galektin-1 im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr. E. Beitz, Abtei-
lung Pharmazeutische Biolgie der CAU zu Kiel, zellfrei exprimiert. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1. Verwendete Geräte und Materialien 
2.1.1. Allgemein verwendetes Material 
Sofern nicht anders bezeichnet, wurden alle Glasgeräte von der Fa. Duran Group GmbH, 
Wertheim/Main, Deutschland, verwendet. 
 
Autotitrator:  Metrohm 719 S-Titrino, Metrohm GmbH & Co. KG, Filder-
stadt, Deutschland 
Gefriertrockner:  Christ Alpha 1-4 LSC/Beta 1-8 K, Fa. Martin Christ 
    Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Deutschland; 
    Vakuumpumpe: Chemie-HYBRID-Pumpe RC 6, 
    Fa. Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland; 
    Vakuum 1,030 mbar, Eiskondensator -54°C 
Heizblock    Bioblock scientific, Code 92607, USA 
Magnet-Heizrührer   RET basic, Fa. IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland Fühler: 
IKA ETS D5, Fa. IKA Labortechnik, Staufen /VT-4, Fa. VWR, 
Darmstadt  
Mikroplate Reader  Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland 
pH-Meter  761 Calimatic, Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. 
KG, Berlin, Deutschland mit Elektrode:  Mikroelektrode Blue-
Line 16 pH, Fa. SI Analytics GmbH, Mainz, Deutschland  
Photometer   Varian Cary 50 UV-Vis-Spectrophotometer, Fa. Varian, Kalifor-
nien, USA     
Pipetten   Eppendorf Research, Fa. Eppendorf, Hamburg mit Pipetten-
spitzen, Fa. Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
Polystyrolküvetten   Halb-Mikro-Küvette 1,6 ml aus PS (Einsatz ab 330 nm), Fa. 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
Rotationsverdampfer  RE-111, Fa. Büchi, Labortatoriums-Technik AG, Flawil,    
Schweiz 
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Trockenschrank  Tv29, Fa. Memmert GmbH & Co. KG., Schwabach, Deutsch-
land 
Tubes     15 ml und 50 ml, Fa. Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
Vortexer   MS2 Minishaker, Fa. IKA, Labortechnik, Staufen, Deutschland 
& Vortex Genie 2, FA: Bender & Hobein, Zürich, Schweiz  
Waagen   Sartorius laboratory, Fa. Sartorius Lab Instruments GmbH & 
Co. KG, Göttingen, Deutschland Sartorius genius, Fa. Sartorius 
Lab Instruments GmbH & Co. KG, Göttingen, Deutschland Sa-
torius universal, Fa. Satorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, 
Göttingen, Deutschland  
Wasserbad   GFL 1002, Fa. GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burg-
wedel  
Zentrifugen   Heraeus™ Multifuge™ X3 Universalzentrifuge, Fa. Thermo Sci-
entific, Waltham, US 
US Heraeus™ Megafuge™ 16 Universalzentrifuge, Fa. Thermo 
Scientific, Waltham, US 
 
2.1.2. Allgemein verwendete Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien hatten eine hochwertige analytische oder pharmazeutische 
Qualität.  
 
2.1.3. Verwendetes Drogenmaterial 
Für die Isolierung der HMFs, der AGPs sowie eines Arabinans wurden die Blätter (Ginkgo), 
die zerkleinerten oberirdischen Teile (Ephedra) bzw. die wedelförmigen Blätter ohne Mit-
telrippe (Cycas, Encephalartos) folgender Arten verwendet: 
Ginkgo biloba L., Ginkgoaceae, gesammelt im Botanischen Garten der Pharmazeutischen 
Biologie, Christian-Albrechts-Universität (CAU) zu Kiel. 
Ephedra distachya L., Ephedraceae, gesammelt im Botanischen Garten der Pharmazeuti-
schen Biologie, CAU. 
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Cycas revoluta Thunb., Cycadaceae, gesammelt im Botanischen Garten der CAU. 
Encephalartos longifolius (Jacq.) Lehm., Zamiaceae, gesammelt im Botanischen Garten der 
CAU. 
Alle Pflanzenteile wurden direkt nach der Ernte eingefroren und gefriergetrocknet. 
 
2.2. Methoden der Polysaccharidanalytik 
2.2.1. Isolierung der wässrigen hochmolekularer Polysaccharid-Fraktionen 
(HMF), der Yariv-Fällung (AGP) und eines Arabinans 
2.2.1.1. Isolierung der wässrigen HMF 
Die gesamte Isolierungsvorgang wurde nach folgendem Schema durchgeführt (siehe Abbil-
dung 10). Das pulverisierte und getrocknete Drogenmaterial von Ginkgo biloba (ca. 445 g), 
Ephedra distachya (ca. 90 g) und Cycas revoluta (ca. 300 g) wurde im Verhältnis 1:10 mit 
70%igen (v/v) Aceton versetzt und für 2 h bewegungsmazeriert. Mittels einer Vakuum-
pumpe (Filter: Rundfilter 3 hw, Fa. Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) wurden die Pro-
ben abgenutscht, getrocknet und dann erneut über Nacht für 20 h mit dem gleichen Ver-
hältnis an 70%igen (v/v) Aceton geschüttelt. Nach erneutem Abnutschen wurden die Pro-
ben auf einem Filterpapier getrocknet. Das getrocknete Material wurde mit bidestilliertem 
Wasser im Verhältnis 1:10 bei 4°C für 25 h auf einem Schüttler (SM, Fa. Edmund Bühler 
GmbH, Hechingen, Deutschland) bewegungsmazeriert. Um die Festbestandteile zu entfer-
nen, wurden die Proben am nächsten Tag mit einer Tinkturenpresse (Hafico-Hochdruck 
(HP)-Tinkturenpresse, Fa. Fischer Maschinenfabrik GmbH, Neuss, Deutschland) kaltge-
presst und der Extrakt in einem 1-Liter-Kolben aufgefangen. Die Extrakte wurden auf ca. 
100 ml mittels Rotationsverdampfer eingeengt und abgekühlt. Um die Proteine zu denatu-
rieren, wurden die Proben bei 95°C für insgesamt 10 Minuten auf einem Wasserbad erhitzt. 
Nach dem Abzentrifugieren bei 4 122 g für 20 Minuten bei 4°C wurde der Extrakt in vorge-
legten, gekühlten 99%igen Ethanol im Verhältnis 1:4 hinzugegeben, sodass die Endkonzent-
ration des Ethanols 80% (v/v) betrug. Für eine möglichst vollständige Fällung der HMF wur-
den die Extrakte bei 4°C über Nacht gelagert. Um die gewonnene HMF zu isolieren, wurde 
mit der Zentrifuge wieder bei 4 122 g für 40 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
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wurde abdekandiert und der Restalkohol unter dem Abzug abgedampft. Sämtliche HMFs 
wurden bei -20°C eingefroren, gefriergetrocknet und ausgewogen. 
2.2.1.2. Isolierung weiterer Polysaccharide aus Ginkgo biloba 
Die Isolierung weiterer Polysaccharide aus Ginkgo biloba wurde nach folgendem Schema 
durchgeführt (siehe Abbildung 11). 
 
Abbildung 10: Durchgeführtes Extraktionsschema zum Erhalt der HMFs, der AGPs und  
des Arabinans 
 
Abbildung 11: Durchgeführtes Extraktionsschema zur Gewinnung weiterer  
Polysaccharidfraktionen von Ginkgo biloba 
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Der bei der Isolierung nach der Wasserextraktion anfallende Presskuchen von Ginkgo bi-
loba wurde für weitere Extraktionen (in Anlehnung nach O‘Rourke et al., 2015 und 
Raimundo et al., 2016) verwendet, um weitere Polysaccharidfraktionen identifizieren zu 
können. Dazu wurden 10 g des gefriergetrockneten Presskuchens nach dem abgebildeten 
Schema extrahiert. Hierzu wurde nacheinander Extraktionsschritte mit 1 l 0,2 M Ammoni-
umoxalat (28,42 g Di-Ammoniumoxalat-Monohydrat in 1 l Aqua bidest), 0,01 M Salzsäure 
(1,6 ml 6 M HCl-Lösung in 1 l Aqua bidest), 3% Natriumcarbonat (81 g Natriumcarbonat-
Decahydrat in 1 l Aqua bidest (3% (m/v)) und in 2 M Kaliumhydroxid (112,2 g KOH in 1 l 
Aqua bidest)  
bei 70°C für 21 h unter Rühren bei Lichtausschluss durchgeführt. Nach jedem Schritt wurde 
bei 4 122 g für 60 Minuten abzentrifugiert und der getrocknete Presskuchen für den jewei-
ligen weiteren Extraktionsschritt verwendet. Mit der Kaliumhydroxid- und der Natriumcar-
bonatlösung wurde anschließend gesondert verfahren. Erstere wurde mit 37% HCl neutra-
lisiert und letztere mit einer 80%igen Acetonlösung über Nacht bei 4°C gefällt,  
wobei der abgenutschte Rückstand am nächsten Tag mit ca. 200 ml Aqua dem. erneut in 
Lösung gebracht wurde. Der jeweilig gewonnene wässrige Extrakt wurde am Rotationsver-
dampfer auf ca. 150-200 ml einrotiert. Alle vier Lösungen wurden für 7 Tage dialysiert (Aus-
schlussgrenze: 6 000-8 000 Da, Fa Medicell International, London, England) und anschlie-
ßend gefriergetrocknet. 
 
2.2.1.3. Synthese des Yariv-Reagenzes 
Die Synthese des Reagenzes β-D-Glc3-Yariv-Phenylglycosids (βGlcY) (D) (siehe Abbildung 
12) wurde nach Yariv et al. (1962) durchgeführt. Hierzu wurde in einer eisgekühlten Lösung 
p-Aminophenyl-β-D-glucose (A) in 0,5 M Salzsäure (HCl) mit Natriumnitrit zum Diazoni-
umsalz (B) umgesetzt und dieses anschließend in eine 0,02 M Phloroglucinlösung (C) hin-
zugegeben, welche ebenfalls eisgekühlt wurde. Durch das Zutropfen von 0,5 M Natrium-
hydroxid (NaOH)-Lösung mittels Autotitrator konnte der pH-Wert konstant bei 9 gehalten 
werden. Das entstandene βGlcY wurde mit Methanol (Verhätnis 1:1 v/v) über Nacht bei 
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4°C gefällt und konnte danach bei 4 000 g für 20 Minuten zentrifugiert werden. Zur Aufrei-
nigung wurde die Fällung in Wasser gelöst und nach dem gleichen Schema erneut gefällt. 
Die Trocknung erfolgte bei 40-45°C im Trockenschrank. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.1.4. Isolierung der Yariv-Fällungen 
Eine optimale Fällung von AGPs mit Yariv´s Reagenz soll nach Literaturangaben bei einem 
Massenverhältnis von 1:1 erfolgen (Kreuger und van Holst, 1995). Um die AGP-Menge in 
der HMF abzuschätzen, wurden der Ara und Gal-Gehalt in der HMF quantifiziert und als 
theoretisch in der HMF vorhandenen AGP-Menge angenommen. Anhand des Arabinose- 
und Galactosegehaltes und der ermittelten Neutralzuckerausbeute konnten die benötigten 
Mengen der benötigten hochmolekularen Fraktion, des Yariv-Reagenzes, Natriumchlorid 
Abbildung 12: Schematische Darstellung der Yariv-Synthese 
D 
A B 
C 
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(Endkonzentration nach dem Vereinen der Lösung: 0,15 mol) sowie Aqua bidest berechnet 
werden, um eine spezifische Fällung der AGPs zu ermöglichen. 
Die Lösungen jeder Probe wurden mit den entsprechenden Einwaagen hergestellt und über 
Nacht gerührt. Am nächsten Tag wurden die Lösungen der hochmolekularen Fraktionen bei 
19 000 g für 20 Minuten bei 4°C mit der Multifuge abzentrifugiert, um ungelöste Bestand-
teile zu entfernen. Danach konnte die klare HMF-Lösung in die Lösung mit dem Yariv-Rea-
genz überführt werden, wonach die vereinte Lösung zum Ausfällen des AGPs über Nacht 
bei 4°C gelagert wurde. Um das AGP zu isolieren, wurde am nächsten Tag bei 19 000 g für 
10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und die Fällung wieder in Lösung gebracht. Der Überstand 
der Fällungsreaktion wurde separat gesammelt. Sowohl die erneut gelöste Fällung als auch 
der Überstand wurden unter Rühren auf 50°C mit dem Magnetrührer erhitzt und mit soviel 
Natrium-Dithionit versetzt, bis die Lösung dauerhaft gelblich klar war (Zerstörung des 
Yariv`s-Reagenzes). Um das Natrium-Dithionit, NaCl sowie die Yariv-Bruchstücke wieder zu 
entfernen, wurden beide Lösungen in Dialyseschläuche überführt (Ausschlussgrenze:           
12 000-14 000 Dalton, Fa. Medicell International LTD, London, England). Das Dialysewasser 
wurde täglich gewechselt, wobei die Dialysedauer 5 Tage betrug. Die Retentate wurden bei 
-20°C eingefroren und für 3 Tage gefriergetrocknet. 
 
2.2.1.5. Isolierung eines Arabinans aus Ephedra distachya  
Für die Fällung eines Arabinans wurde erneut das frische Material Ephedra distachya aus 
dem botanischen Garten des Pharmazeutischen Institutes der CAU gesammelt. Nach dem 
Einfrieren und Trocknen konnten 27 g für die Isolierung des Arabinans genutzt werden, die 
in Anlehnung nach Thude (2005) durchgeführt wurde. Nach Fällung der HMF (siehe Abbil-
dung 10) wurde der ethanolhaltige Überstand abgenommen und bis zur Trockne am Rota-
tionsverdampfer einrotiert. Um durch eine Fällung das Arabinans zu erhalten, wurde der 
Rückstand in 10 ml Wasser gelöst und in ein entsprechendes Volumen an gekühlten 99% 
(v/v) Ethanol gegeben, sodass die Endkonzentration der Lösung 90% (v/v) betrug. Um eine 
vollständige Fällung zu erhalten, wurde die Lösung bei 4°C über Nacht gelagert. Zur Isolie-
rung wurde am nächsten Tag mit 4 122 g für 40 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Der Über-
stand wurde entfernt, das Arabinan in ca. 10 ml Aqua bidest gelöst, einer vierzehntägigen 
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Dialyse unterzogen (Ausschlussgrenze: 12 000-14 000 Dalton, Fa. Medicell International 
LTD, London, England) und danach gefriergetrocknet.  
2.2.2. Geldiffussionstest 
Um eine makroskopische Reaktion der unterschiedlichen Proben mit dem βGlcY-Reagenz 
mittels Geldiffusionsplatten zu begutachten, wurden autoklavierte (121°C, 1 bar Wasser-
dampfüberdruck, 20 Minuten, Dampfsterilisator: VST 40/60 S, Fa. Zirbus Technology 
GmbH,Bad Grund, Deutschland) 1%ige Agarosegele in 10 mM Tris-HCL-Puffer (pH 7,3) mit 
0,9% NaCl und 1 mM Calciumchlorid hergestellt und in sterile Kunststoff-Petrischalen (Pet-
rischale 92,16 mm mit Nocken, Ø 9 cm, Fa. Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland) 
ausgegossen. Nach dem Erhärten der Gele wurde für das βGlcY-Reagenz ein zentrales Loch 
(Ø 4mm) ausgestanzt und 20 µl einer wässrigen Yariv-Reagenz-Lösung (1 mg/ml) in die Ka-
vität überführt. Für die Proben wurden um diese Kavität 4 weitere Löcher (Ø 4 mm) im 
gleichen Abstand ausgestanzt und in diese je 20 µl der wässrigen Proben unterschiedlicher 
Konzentrationen (HMF: 100 ml/ml, AGP: 10 mg/ml, Yariv-Überstand: 100 mg/ml) pipettiert. 
Als Positivprobe wurde jeweils das AGP (10 mg/ml) von Echinacea purpurea genutzt. Die 
behandelten Platten wurden 3 Tage im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert und danach 
ausgewertet.  
 
2.2.3. Analytische Strukturaufklärung der HMFs und der AGPs  
Nachfolgend werden die Methoden dargestellt, welche zur gezielten Charakterisierung der 
HMFs und der AGPs genutzt worden sind.  
 
2.2.3.1. Neutralzuckeranalyse mit Acetylierung 
Für eine Analytik der Neutralzuckerzusammensetzung von Polysacchariden wurde die Ar-
beitsvorschrift nach Blakeney et al. (1983) genutzt (siehe Abbildung 13). Die Derivatisierung 
der Neutralzucker lässt sich in die drei Hauptschritte, Hydrolyse, Reduktion und Acetylie-
rung, unterteilen. Im Anschluss konnten die Proben nach gaschromatischer Auftrennung 
qualitativ und quantitativ mittels FID analysiert werden. 
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Zunächst wurden pro Charge drei Ansätze der HMFs bzw. AGPs abgewogen. Die Menge war 
zwischen 0,3-5 mg zu wählen. Um die Hydrolyse der Polysaccharide in einzelne Monosac-
charide zu erzielen, wurde jeder der drei Ansätze mit 1,0 ml Trifluoressigsäure behandelt. 
Zusätzlich wurde als interner Standard je 50 μl myo-Inositol hinzugegeben. Um eine ver-
besserte Spaltung der Polysaccharide zu erzielen, wurden die Ansätze 1 h bei  
121°C inkubiert. Die Probenmischungen wurden jeweils in einen Spitzkolben überführt und 
die Säure im Anschluss bei 20 mbar und 40°C abrotiert. Jeder Ansatz wurde drei Mal mit 5 
ml Aqua bidest versetzt und bis zur Trockne eingeengt. Zur Alkalisierung der Proben wur-
den 200 μl Ammoniaklösung zugegeben. Eine Reduktion der Monosaccharide zu Alditolen 
wurde durch Zugabe von 1,0 ml NaBH4 in DMSO ermöglicht, wonach vorsichtig geschüttelt 
wurde. Die Proben wurden 90 Minuten bei 40°C im Trockenschrank inkubiert. Um das Nat-
riumborhydrid zu entfernen, wurden 100 μl konzentrierte Essigsäure hinzugeben, wobei 
Wasserstoff entwich. Nach der Zugabe von 200 μl Methylimidazol als  
Katalysator wurden 2 ml über Molekularsieb getrocknetes Acetanhydrid (4 A, Typ 514, Fa. 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) hinzugeben und dann 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 10 ml Aqua bidest wurde die Acetylierung 
durch die Zugabe von 1,0 ml 0,1 M Schwefelsäure unterbrochen. Mit 1,0 ml Dichlormethan 
ließen sich die acetylierten Alditole ausschütteln. Anzumerken ist, dass stabilere glykosidi-
sche Bindungen nicht gespalten werden können. Hier sind die Uronsäuren aufzuführen, 
welche nach der Hydrolyse als Disaccharid (Aldobiuronsäuren) vorliegen und daher chro-
matographisch nicht detektiert werden können. 
Abbildung 13: Reaktionsmechanismus der Acetylierungsreaktion nach 
Blakeney et al., 1983 
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Nach der Überführung in Vials konnten die Proben gaschromatographisch vermessen wer-
den. Eine qualitative Auswertung erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten der Mono-
saccharide mit den Retentionszeiten von Monosaccharidstandards. Zusätzlich ist eine Iden-
tifizierung über das Massenspektrum möglich. Für die quantitative Auswertung wurden die 
integrierten Peakflächen ins Verhältnis zur Peakfläche des internen Standards myo-Inositol 
gesetzt. Zusätzlich wurden Korrekturfaktoren mit in die Berechung einbezogen, da der 
Flammenionisationsdetektor auf die Alditolacetate unterschiedlich anspricht. 
 
 
Gaschromatographie/Massenspektrometrie mit Flammenionisationsdetektion: 
 
Gaschromatograph:  7890B GC System mit FID-Detektor, Fa. Agilent, Santa Clara, 
USA 
Injector:               Splitting-Verhältnis, Verhältnis: 1:30, 240°C 
Säule:  Fused-Silica Kapillarsäule (WCOT-Kapillarsäule), Optima-225-
0,25 μm (L 25 m, ID 0.25 mm), Fa. Macherey & Nagel, Düren 
Trägergas:    Stickstoff 
Flussrate:    1,2 ml/Minute 
Säulenofen:    230°C 
Detektortemperatur:  Flammenionisationsdetektor 250°C 
Massenspektroskopie:  5977B MSD, Agilent, Santa Clara, USA 
Ionisationsmethode:   Elektronenstoß-Ionisation 
 
2.2.3.2. Kolorimetrische Bestimmung von Uronsäuren 
Die Uronsäuren werden nach Hydrolyse in einem Schwefelsäure-Tetraborat-Reagenz er-
hitzt, wobei sich anschließend ein stabiles Farbprodukt bildet, welches photometrisch ver-
messen werden kann (Franz und Köhler, 2013). 
Für die photometrische Vermessung des Gesamturonsäuregehaltes wurde die Methode 
nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) durchgeführt. Hierzu wurden ca. 1 mg an 
HMF- und AGP-Probe sowie des Yarivüberstandes und ca. 0,9 mg des uronsäurereduzierten 
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AGPs von Ginkgo biloba mit 1 ml 4%iger Schwefelsäure (v/v) versetzt und für 1 h bei 121°C 
im Bioblock hydrolysiert. Nach der Zugabe von 1,2 ml Borax/Schwefelsäure wurden die 
Proben 5 Minuten im kochenden Wasser inkubiert und danach 10 Minuten im Eisbad wie-
der abgekühlt. Nach der Zugabe von 20 µl einer 3-Hydroxybiphenyl-Lösung (0,15% in Nat-
ronlauge 0,5% / Blindwert: 20 µl Natronlauge 0,15%) konnte nach 10 Minuten die Absorp-
tion bei 525 nm mit dem Photometer gemessen werden. Für die Gehaltsberechnung in den 
Proben wurde eine Kalibriergerade mit einem Gemisch von Glucuron- und Galacturonsäure 
(1:1 m/m) erstellt, da zwischen beiden Uronsäuren kolorimetrisch nicht unterschieden 
werden kann. 
 
2.2.3.3. Reduktion der Uronsäuren  
Mittels Methode nach Taylor und Conrad (1972) werden durch Reduktion der freien Car-
boxylgruppen mit Natriumbordeuterid die entsprechenden Monosaccharide zu ihren kor-
respondierenden zweifach deuterierten Neutralzuckern. Damit können Uronsäuren einer 
Bindungstypanalyse zugänglich gemacht werden (siehe Abbildung 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hierfür wurden ca. 15-20 mg der AGP-Proben eingewogen und in 20 ml Aqua dem. gelöst.  
Um eine Schaumbildung zu vermindern, wurden je Probe 2 Tropfen Octanol hinzugegeben. 
Die Zugabe von 216 mg N-Cyclohexyl-N-[2-N-(N-methylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-
toluolsulfonat ermöglichte eine Reaktion der Carbonsäure zu einem Acylisoharnstoff, 
Abbildung 14: Reaktionsschema der Uronsäurereduktion nach 
Taylor und Conrad, 1972 
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wodurch deren Reaktivität erhöht wurde. Der pH-Wert der Lösung wurde mit einem Auto-
titrator für 4 h mittels 0,01 molarer Salzsäure konstant auf 4,75 gehalten. Die anschlie-
ßende Reduktion der Uronsäuren erfolgte durch die tropfenweise Zugabe von 4 ml 1 M, 5 
ml 2 ml und 5 ml 4 M Natriumbordeuterid Lösung. Parallel hierzu wurde der Alkalisierung 
der Lösung mit einer 2 M Salzsäurelösung entgegengewirkt, wobei der pH-Wert mittels Au-
totitrator bei 7,0 gehalten wurde. Nach der Zugabe von Natriumborodeuterid wurde der 
pH-Wert der Lösung mit 5 Tropfen Eisessig auf exakt 6,5 eingestellt, die Lösung in Dialyse-
schläuche (Ausschlussgrenze: 6 000-8 000, Fa. Medicell International, London, England) 
überführt und 3 Tage gegen Aqua dem. dialysiert. Danach konnte die Lösung gefrierge-
trocknet werden.  
 
2.2.3.4. Alkalische-Hydrolyse  
Durch die alkalische Hydrolyse wurde der Proteinanteil des AGPs zerstört, sodass die inak-
tiven Oligo- und Polysaccharide mit nur einer für die Bindung verantwortlichen Aminosäure 
isoliert werden konnten.  Die Durchführung erfolgte nach Volk et al. (2007). Für den Ver-
such wurden insgesamt ca. 85 mg an AGP eingewogen und in 3 ml 0,44 N NaOH für 18 
Stunden bei 105°C hydrolysiert. Anschließend wurde die Probe mit 0,5 M HCL neutralisiert 
und in Ethanol (Endkonzentration 80% (v/v)) über Nacht gefällt. Am nächsten Tag wurde 
die Fällung bei 19000 g für 20 Minuten bei 4°C abzentrifugiert und zweimal mit 4 ml 80%i-
gem (v/v) Ethanol gewaschen, wobei nach jedem Waschschritt erneut zentrifugiert wurde. 
Das Zentrifugat wurde in 3 ml Wasser gelöst, eingefroren und schließlich gefriergetrocknet. 
Im Anschluss wurden nach der Auswaage ca. 30 mg für die milde Säurehydrolyse einge-
setzt. Um zusätzlich den Hydroxyprolingehalt zu bestimmen, wurde die AGP-Probe nach 
der alkalischen Hydrolyse ebenfalls einer Hydroxyprolinbestimmung unterzogen (2.2.4.9.). 
 
2.2.3.5. Oxalsäure-Partialhydrolyse  
Die Spaltung labiler glykosidischer Bindungen durch saure Hydrolyse wurde nach der Me-
thode von Gleeson und Clarke (1979) durchgeführt. Hierfür wurden ca. 40 mg an nativem 
AGP und ca. 2,6 mg des alkalisch hydrolysierten AGP eingesetzt und in einer Konzentration 
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von 3 ml/20 mg Probe in 12,5 mM Oxalsäure gelöst. Nach dem Erhitzen für 5 h bei 100°C 
im Heizblock und anschließendem Abkühlen wurde das Hydrolysat für 10 Minuten bei 8000 
rpm zentrifugiert, um ungelöste Bestandteile zu entfernen. Für die Fällung des partialhyd-
rolysierten Polysaccharids wurde der Überstand in einer so definierten Menge an vorgeleg-
tem kalten 99%igen Ethanol gegossen, dass eine Endkonzentration von 80% (v/v) erreicht 
wurde, welche dann über Nacht bei 4°C stehengelasssen wurde. Die Fällung wurde bei 
19000 g für 10 Minuten bei 6°C zentrifugiert und anschließend mit 4 ml 80%igen (v/v) Etha-
nol gewaschen. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Die Überstände 
und Waschlösungen wurden vereinigt, zur Trockne einrotiert, in 1 ml Aqua bidest aufge-
nommen und gefriertrocknet. 
 
2.2.3.6. Milde TFA-Partialhydrolyse  
Für eine weitere milde Säurehydrolyse, die eine Abspaltung der labilen furanosidischen 
Arabinosen ermöglicht, wurden ca. 30 mg an alkalisch hydrolysiertem AGP mit 5 ml 0,2 
molarer TFA versetzt. Die Probe wurde für 2 h bei 80°C in einem Wheaton-Gefäß auf 
dem Heizblock hydrolysiert. Durch die Zugabe von 5 ml Aqua bidest wurde die Reaktion 
abgebrochen und die Säure im Anschluss abrotiert, wobei zwei Mal mit je 5 ml Aqua bidest 
gewaschen wurde. Es folgte eine Fällung in 80% (v/v) Ethanol bei 4°C über Nacht, wofür die 
Probe in 20 ml Aqua bidest gelöst wurde und in 80 ml 99%igen Ethanol gegeben wurde. Die 
Fällung wurde für bei 19 000 g 20 Minuten bei 4°C abzentrifugiert sowie währenddessen 
zwei Mal mit 4 ml 80%igen Ethanol gewaschen. Das Zentrifugat wurde in 3 ml Aqua bidest 
gelöst, eingefroren und gefriergetrocknet. Die Durchführung erfolgte nach Happ (2019). 
 
2.2.3.7. Perjodatabbau 
Bei der sogenannten Smith-Degradation (hier nach Usov et al., 1997; Furneux und Steven-
son, 1990) werden die Polysaccharide gezielt strukturabhängig fragmentiert. Zunächst er-
folgt durch die Zugabe von Na-Perjodat eine Oxidation vicinaler OH-Gruppen. Zusätzlich 
wird die Bindung zwischen den hydroxylgruppentragenden Kohlenstoffatomen gespalten. 
Es folgte eine Reduktion der Carbonylgruppen zu primären Alkoholen mit anschließender 
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saurer Hydrolyse. Es wurden ca. 20 mg an AGP in 10 ml 0,1 molarer Na-Perjodatlösung 
gelöst und 48 Stunden bei Raumtemperatur in Dunkelheit gerührt. Durch die anschlie-
ßende Zugabe von 195 µl Ethylenglykol wurde die Reaktion bei 3 h Rühren bei Raumtem-
peratur unterbrochen. Die entstandenen Carbonylgruppen wurden mit 100 mg Natrium-
borhydrid unter Rühren für 20 h zu primären Alkoholgruppen reduziert. Nach Neutralisa-
tion mit Eisessig wurde für 3 Tage bei 4°C dialysiert (Ausschlussgrenze: 1 000 Da, Fa. Spect-
rum Laboratories Inc., Deutschland) und die Proben anschließend eingefroren und gefrier-
getrocknet. Durch eine anschließende 15 stündige milde Säurehydrolyse mit 1 ml 0,5 mo-
larer TFA wurden die Zuckerreste abgespalten, ohne dass intakte glykosidische Bindungen 
angegriffen wurden. Die Säure wurde schließlich abrotiert und die Probe gefriergetrocknet.  
 
2.2.3.8. Bindungstypanalyse  
Um eine Charakterisierung des Verzweigungsmusters der Monosaccharide der AGPs bzw. 
der partialhydrolysierten AGPs zu ermöglichen, wurde die Methylierungsanalyse nach Har-
ris et al. (1984) durchgeführt (siehe Abbildung 15). Nach der Deprotonierung durch Dime-
thylsulfinyl-Kalium wurden die aktivierten freien OH-Gruppen der Polysaccharide durch Io-
dmethan in Methylether überführt. Um die Reaktion möglichst vollständig ablaufen zu las-
sen, musste unter vollkommenen Wasserausschluss gearbeitet werden, wofür alle Materi-
alien und Reagenzien zuvor getrocknet wurden. Um eine vollständigere Methylierung zu 
ermöglichen, wurde die Reaktion stufenweise durchgeführt. Nach Hydrolyse der Polysac-
charide und Reduktion durch Natriumborhydrid entstanden teilmethylierte, offenkettige 
Alditolacetate. Diese wurden durch die anschließende Zugabe von Acetanhydrid acetyliert, 
wodurch partiell methylierte Alditolacetate (PMAAs) entstanden, deren Struktur eine Auf-
klärung über den Bindungstyp und Ringtyp gab, welche über eine gaschromatographische 
Auftrennung mit anschließender Massenspektroskopie ermittelt werden konnten. Anhand 
der ermittelten relativen Retentionszeiten im Vergleich zu Inositol sowie über einen Ver-
gleich der Massenspektren mit einer arbeitskreisinternen Spektrenbibliothek konnte die 
Identität der PMAAs bestimmt werden. Die quantitative Bestimmung wurde über die Peak-
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flächen des FID-Spektrums ermöglicht. Da der FID-Detektor ein unterschiedliches Anspre-
chen auf die PMAAS zeigt, wurde dieses durch die Verwendung von Faktoren ausgeglichen 
(Sweet et al., 1975). 
 
Abbildung 15: Reaktionsschema der Methylierungsreaktion nach Harris et al.,1984 
 
Für die Methylierung der Proben wurde in ein Reagenzglas mit Ansatz ca. 1000 mg einer 
öligen Kaliumhydrid-Suspension eingewogen. Nach dem Begasen mit Stickstoff wurde mit 
20 ml Hexan gewaschen. Das vollkommen getrocknete Kaliumhydrid (KH) wurde ausgewo-
gen, im Eisbad gekühlt und in einer Menge 13 ml trockenes DMSO/Gramm KH gelöst. Um 
das KH vollständig zu lösen, wurde für 30 Minuten mit einem Magnetrührer gerührt. 
Ca. 1 bis 5 mg der AGP-Proben wurden in ein Reagenzglas mit einem Ansatz eingewogen, 
mit Stickstoff begast und jede Probe in 200 µl DMSO gelöst. Die Zugabe der Dimsyl-Lösung 
und des Iodmethans erfolge nach folgendem Pipettierschema: 
1.) 20 µl Dimsyl-Lösung   10 Minuten Inkubation 
2.) 5 µl eisgekühltes Iodmethan  5 Minuten Inkubation 
3.) 60 µl Dimsyl-Lösung                            10 Minuten Inkubation 
4.) 15 µl eisgekühltes Iodmethan  5 Minuten Inkubation 
5.) 100 µl Dimsyl-Lösung   10 Minuten Inkubation 
6.) 80 µl eisgekühltes Iodmethan  5 Minuten Inkubation 
7.) 200 µl Dimsyl-Lösung    30 Minuten Inkubation 
8.) 150 µl eisgekühltes Iodmethan  30 Minuten Inkubation 
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Zu den methylierten Proben wurde in Zentrifugenreagenzgläsern eine Mischung aus 2 ml 
Chloroform und 1 ml Methanol gegeben. Nach weiterer Zugabe von 2 ml Aqua dem. wur-
den die Proben für bei 2 500 g für 5 Minuten zentrifugiert und die obere wässrige Phase im 
Anschluss verworfen, ohne die Interphase zu verletzen. Der Waschschritt wurde ein weite-
res Mal wiederholt, wobei anschließend zur lipohilen Phase 2,2 ml 2,2-Dimethoxypropan 
zur restlichen Wasserbindung, 20 µl Eisessig und Siedeperlen hinzugegeben und auf 90°C 
im Bioblock erwärmt wurde. Das restliche Lösungsmittel wurde unter Stickstoff abgeblasen 
und die Proben anschließend bei -20°C tiefgekühlt. Die am Vortag eingefrorenen Proben 
wurden mit 50 µl Inositol sowie 1,0 ml 2 M Trifluoressigsäure versetzt und im Bioblock für 
1 h bei 121°C hydrolysiert. Nach Zugabe von 2 ml Aqua bidest wurden die Proben solange 
mit Stickstoff begast, bis die Probe trocken war. Zur Reduktion der methylierten Monosac-
charide wurde 1 ml frisch hergestellte 0,5 M Natriumborhydrid-Lösung in 2 M Ammoniak 
hinzugegeben und für 1 h bei 60°C im Bioblock inkubiert. Durch die Zugabe von 0,5 ml Ace-
ton wurde die Reaktion gestoppt, die Proben mithilfe von Pasteurpipetten in Spitzkolben 
überführt und unter Druckluft vorsichtig trocken abgeblasen. Die Proben wurden mit 200 
µl Eisessig aufgenommen und mit 1,0 ml Ethylacetat, 3,0 ml Acetanhydrid und 100 µl 
Perchlorsäure als Katalysator hinzugefügt. Die Acetylierungszeit betrug 10 Minuten, wobei 
das restliche Acetanhydrid durch Zugabe von 10 ml Aqua bidest inaktiviert wurde. Dazu 
mussten 200 µl Methylimidazol als Katalysator hinzugefügt werden, wonach die Proben 10 
Minuten stehen gelassen wurden. Diese konnten anschließend mit je 1 ml Dichlormethan 
ausgeschüttelt werden, wurden 5 Minuten stehen gelassen, wobei zuletzt die untere Dich-
lormethanphase abgenommen und in ein GC-Vial zur analytischen Vermessung überführt 
wurde.  
 
Standardprogramm der Gaschromatographie mit Massenspektrometrie: 
 
Gaschromatograph:   7890B GC System mit FID-Detektor, Agilent, Santa Clara, USA  
Säule:   Wall coated open tubular (WCOT)-Kapillarsäule  
(Fused Silica), Permabond OV-1701/ OPTIMA-1701-0,25 µm 
(L 25 m, ID 0,25 mm), Fa. Macherey & Nagel, Düren  
Injektionsvolumen:   1 µl  
Trägergas:       Helium  
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Flussrate:    1,0 ml/min  
Detektor:    Flammenionisationsdetektor  
Splitting-Verhältnis:   1:50  
Injektortemperatur:   250°C  
Temperaturprogramm:  Start: 2 Minuten bei 170°C, mit 1°C/Minute auf 210°C, 10 Mi-
nuten auf 250°C, isotherm Detektortemperatur: 240°C  
Massenspektroskopie:  5977B MSD, Agilent, Santa Clara, USA  
Ionisationsmethode:   Elektronenstoß-Ionisation 
 
 
Modifiziertes Programm der Gaschromatographie mit Massenspektrometrie: 
 
Gaschromatograph:   7890B GC System mit FID-Detektor, Agilent, Santa Clara, USA  
Säule:   Wall coated open tubular (WCOT)-Kapillarsäule  
(Fused Silica), Permabond OV-1701/ OPTIMA-1701-0,25 µm 
(L 25 m, ID 0,25 mm), Fa. Macherey & Nagel, Düren  
Injektionsvolumen:   1 µl  
Trägergas:       Helium  
Flussrate:    1,0 ml/min  
Detektor:    Flammenionisationsdetektor  
Splitting-Verhältnis:   1:10  
Injektortemperatur:   250°C  
Temperaturprogramm:  Start: 2 Minuten bei 170°C, mit 0,25°C/Minute auf 210°C, 10 
Minuten auf 250°C, isotherm Detektortemperatur: 240°C  
Massenspektroskopie:  5977B MSD, Agilent, Santa Clara, USA  
Ionisationsmethode:   Elektronenstoß-Ionisation 
 
2.2.3.9. Gehaltsbestimmung von Hydroxyprolin in den AGPs 
Das für die Farbreaktion eingesetzte Chloramin T bewirkt eine Oxidation des Hydroxypro-
lins unter Bildung von Pyrrol-2-carbonsäure und Pyrrol, welches als Reaktionspartner mit 
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dem Dimethylaminobenzaldehyd funktioniert. Vermutlich bilden sich Reaktionsprodukte, 
welche photometrisch vermessen werden können (Pindur, 1978). Die Hydroxyprolinbe-
stimmung wurde nach der Vorschrift von Stegemann und Stalder (1967) durchgeführt. 
Hierfür wurden 3-7 mg an AGP-Probe abgewogen und in 0,3-0,7 ml 6 M HCl in einem Whe-
aton-Vial bei 110°C für 22 Stunden hydrolysiert. Nach dem Abkühlen wurde bei 5 000 g für 
10 Minuten zentrifugiert. Zur Herstellung mehrerer Verdünnungen wurde der Überstand 
verwendet, wobei 80 µl jeder Probe mit 1920 µl Aqua dem. versetzt wurden. Für die Kalib-
riergeraden wurde eine Hydroxyprolinstammlösung hergestellt. Für die Stammlösung 1 
wurden 3 mg Hydroxyprolin in 5 ml Aqua dem. gelöst. Von dieser Stammlösung 1 wurden 
100 µl entnommen und in 10 ml Aqua dem. gelöst, um damit eine Stammlösung 2 mit einer 
Stammkonzentration von 6 µg/l herzustellen. Als Blindwert wurde die Reaktion mit 0,6 ml 
Aqua dem. durchgeführt. Von der Probenlösung/Stammlösung wurden 0,6 ml entnommen 
und in einem 2 ml Eppendorfgefäß mit 0,3 ml eines Oxidationsreagenzes (bestehend aus 
210 mg Chloramin T gelöst in 15 ml Pufferlösung (2,6 g Citronensäure, 1,4 g NaOH, 7,8 g 
Natriumacetat, 25 ml 1-Propanol in 75 ml Aqua dem.)) versetzt, gevortext und 20 Minuten 
in Dunkelheit stehen gelassen. Danach wurden 0,3 ml eines Farbreagenzes (bestehend aus 
1,5 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd, 5,25 ml 60% Perchlorsäure und 9,75 ml 2-Propanol) 
hinzugegeben. Die Eppendorfgefäße wurden danach bei 60°C für 15 Minuten in einem 
Wasserbad inkubiert. Anschließend wurden die Proben unter fließendem Wasser 3 Minu-
ten abgekühlt und 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Messung erfolgte 
mit dem Photometer bei einer Wellenlänge von 558 nm.  
 
2.2.4. Elementaranalyse 
Mit Hilfe der Elementaranalyse können Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel 
qualititativ und quantitativ bestimmt werden, wobei die Methode am Institut für anorga-
nische Chemie der CAU mittels Verbrennungsanalytik durchgeführt wurde.  Hierfür wurden 
1-2 mg der Proben in Zinnkapseln eingewogen und in einem Ofen bei 990°C unter reinem 
Sauerstoff katalytisch verbrannt. Durch die Zersetzung entstanden Reaktionsgase, welche 
durch das Trägergas Helium über einen 500°C heißen Kupferkontakt geführt  
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wurden. Überschüssiger Sauerstoff wurden gebunden und die zuvor entstandenen Stick-
oxide reduziert. Kohlenstoffdioxid, Schwefeldioxid, Stickstoff und Wasser wurden gaschro-
matographisch aufgetrennt und konnten mit einem Wärmeleitfähigkeitsdetektor quantifi-
ziert werden. Anhand der zuvor eingewogenen Probenmenge konnten die Massenanteile 
der spezifischen Elemente errechnet werden. Der Blindwert wurde mit einer leeren Zinn-
kapsel ermittelt. Die Kalibrierung erfolgte mit Sulfanilamid. Durch den ermittelten Stick-
stoffgehalt kann der Proteingehalt nach Kjeldahl (1883) mittels Faktor 6,25 berechnet wer-
den.  
 
2.2.5. Größenausschlusschromatographie mit Multi-Angle Laser Light Scat-
tering (SEC-MALLS) 
Um die absolute Molekulargröße und später das hydrodynamische Volumen der AGP-Pro-
ben zu bestimmen, wurde die Größenausschlusschromatographie mit Multi-Angle Laser 
Light Scattering (SEC-MALLS) genutzt. Durch die porösen Polymere der stationären  
Phase werden kleinere Moleküle aufgrund der unterschiedlichen Diffusionsvolumina im 
Vergleich zu größeren Molekülen stärker zurückgehalten und eluieren entsprechend,  
wodurch sich deren Retentionszeit entsprechend verlängert. Für die Detektion wurde ein 
Brechungsindex-(RI-) welcher die Änderung des Brechungsindexes des Elutionsmittelts 
durch die darin enthaltenen Proben zur Konzentrationsbestimmung misst sowie ein  
Mehrwinkel-Lichtstreu-(Multi-Angle Laser Light Scattering-) Detektor verwendet, welcher 
das Streulicht bei mehreren Streuwinkeln zur Molmassenbestimmung nutzt. Zur Bestim-
mung des hydrodynamischen Volumens wurden Pullulane aus dem Pilz Aureobasidium pul-
lulans genutzt, welche durch ihre lineare Struktur nur ein ähnlich räumliches Strukturver-
halten wie die in der Regel kugelförmigen AGPs aufweisen, allerdings mangels Alternativen 
verwendet werden mussten. Die eingesetzte Konzentration der Proben und der  
Pullulane betrug 2 mg/ml, welche einen Tag vor der Injektion zur Quellung stehen gelassen 
wurden und direkt vor dem Einspritzen noch einmal filtriert wurden. 
 
SEC     Äkta pure 25, GE Healthcare Life Science, Buckinghamshire  
Säule     Super 6 Increase 10/300 GL, GE Healthcare  
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Fließgeschwindigkeit   0,5 mL/min Injektionsvolumen 100 µl  
RI Detektor  Optilab T-rEX, Wyatt Technology, Dernbach dn/dc  
0,150 ml/g  
MALLS-Detektor   DAWN ® 8+, Wyatt Technology, Dernbach  
Fließmittel   0,15 M NaCl, 0,05 M NaH2PO4-Monohydrat 0,05 M, Na2HPO4-
Dihydrat pH 7, filtriert (0,1 μm Filter), entgast mittels Ultra-
schallbad, konstante Sterilisation mit UV-Lampe  
Filter   Rotilabo®-Spitzenfilter, PVDF, Porengröße 0,22 µm, Roth 
GmbH+CO.KG, Karlsruhe   
Software   ASTRA 7.1.2   
Pullulane   Pullulan Kit P-82, Macherey-Nagel GmbH+CO.KG, Düren, 
Molekulargewichte: P-800 kDa, P-200 kDa, P-20 kDa 
 
2.3. Bindung von AGPs an Antikörper und humane 
Galektine 
2.3.1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Für die Interaktionsüberprüfung der AGP-Proben mit monoklonalen Antikörpern wurde ein 
indirekter ELISA durchgeführt (siehe Abbildung 16). 
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Zunächst wurden die 96-Well-Platten (Nunc-Immuno™ Plates MaxiSorp™ Surface, Fa. 
Thermo Scientific, Waltham, USA) mit 100 µl der AGP-Proben von Ginkgo biloba, Ephedra 
distachya, Cycas revoluta und Echinacea purpurea in wässrig definiert verdünnten Konzent-
rationen (2,5 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml) beschichtet. Nach 3 tägiger  
Inkubation mit offenem Deckel im Trockenschrank bei 37,5°C wurden die Platten dreimal 
mit PBS-Puffer (2,84 g Na2HPO4, 0,54 g KH2PO4, 16,00 g NaCl, 1,00 g KCl ad 2 l Aqua bidest)  
gewaschen. Danach wurden die freien Bindungsstellen mit 200 µl einer 1%igen BSA Lösung 
in PBS abgesättigt und für 1 h bei 37,5°C inkubiert. Im Anschluss folgte ein dreimaliger 
Waschschritt, um überschüssiges BSA von der Platte zu waschen. Pro Kavität wurde nun je 
100 µl eines primären Antikörpers mit jeweiliger Verdünnung in PBS hinzugegeben (siehe 
Tabelle 1). Nach der Zugabe wurde bei 37,5°C für 1 h inkubiert. Die Platten mussten erneut 
drei Mal gewaschen werden. 100 µl des sekundären mit alkalisch-Phospatase konjugiertem 
AK (Maus-IgG für KM 1; sonst Ratten-IgG, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland) wurden je 1:500 in PBS verdünnt und danach hinzugegeben. Nach erneuter 
Inkubation bei 37,5°C für 1 h wurde wieder drei Mal gewaschen. Pro Kavität wurden für die 
Farbreaktion 100 µl p-Nitrophenylphosphat  
Abbildung 16: Schematische Abbildung des indirekten ELISAs 
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(Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) Liquid Substrate System for ELISA, Fa. Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, München, Deutschland; 0,1 mg/ml in 0,2 M TBS) Substrat hinzugegeben. 
Die enzymatische Farbreaktion fand unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur statt und 
wurde in definierten Zeitabständen photometrisch mit dem ELISA-Reader (Tecan® Spectra 
Thermo, Fa. Tecan Group Ltd, Männedorf, Schweiz) bei 405 nm vermessen. 
 
Tabelle 1: Genutzte Antikörper für den indirekten ELISA und Darstellung ihrer Epitope 
Anti-
körper 
Epitop Ver-
dün-
nung 
Quelle Literatur-
quelle 
KM 1 
(1→6)-β-D-Galp 
Einheiten in AGs Typ II 
1:5 
Pharm. Biologie, CAU 
Kiel 
Classen 
et al., 
2004 
LM 2 
(1→6)-β-D-Galp 
Einheiten mit terminaler ß-D-
GlcAp im AGP 
1:20 
Plantprobes, Leeds, 
England 
Ruprecht 
et al., 
2017 
LM 5 [(1→4)-β-D-Gal]3 1:20 
Plantprobes, Leeds, 
England 
Moneo-
Sanchez 
et al., 
2019 
LM 6 
(1,5)-α-L-Araf im 
Arabinan/AGP 
1:20 
Plantprobes, Leeds, 
England 
Verhert-
bruggen 
et al., 
2009 
LM 26 
(1,6-Galp)-Verknüpfung in 
(1,4-Galp)-β-D-Galactan 
1:20 
Plantprobes, Leeds, 
England 
Torode 
et al., 
2018 
JIM 13 
AGP, 
β-D-GlcAp-(1→3)-α-D-GalAp-
(1→2)-α-L-Rha? 
1:20 
Plantprobes, Leeds, 
England 
Knox 
et al., 
1991; 
Yates et 
al., 1996 
MAC 
207 
AGP, 
β-D-GlcAp-(1→3)-α-D-GalAp-
(1→2)-α-L-Rha? 
1:20 
Plantprobes, Leeds, 
England 
Yates et 
al., 1996; 
Pattahil 
et al., 
2010 
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2.3.2. Zellfreie Expression von Galektin-1 
Im Rahmen einer Kooperation mit Folknand Helmstetter und Lea Petersen aus dem Arbeits-
kreis der Pharmazeutisch-Medizinischen Chemie von Prof. Dr. E. Beitz, Pharmazeutisches 
Institut der CAU zu Kiel, sollte überprüft werden, ob Galektin-1 mittels zellfreier Expression 
hergestellt werden kann. Hierfür wurde der bakterielle Expressionsvektor pET-16b (T7-Pro-
moter, Faktor-Xa-Schnittstelle, N-terminaler sechsfacher His-Tag, Ampicillin-Resistenz, 
Multiple-Cloning-Site) von der Firma GenScript, USA, bestellt, welcher das Gen des Ga-
lektins mit 423 Basenpaaren beinhaltet. Nachfolgend ist dieser Vektor beispielhaft  
von der Firma Novagen® dargestellt (siehe Abbildung 17). Die Punkte 2.3.2.1. bis 2.3.2.7. 
beschreiben die Vorbereitungen, welche für die anschließende zellfreie Expression 
(2.3.2.8.) nötig waren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.2.1. Vorbereitung der Plasmid-DNA-Probe 
Um die DNA am Boden des Eppendorfgefäßes zu sammeln, wurde bei 6 000 g für 1 Minute 
bei 4°C mit der Zentrifuge (Multifuge 1S-R Centrifuge, Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland) 
Abbildung 17: Eingesetzter pET-Vektor für die zellfreie Expression von Galektin-1 
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zentrifugiert. Anschließend wurden 20 μl sterilisiertes Wasser hinzugegeben. Nachdem 1 
Minute gevortext wurde, konnte die Probe für die Schnelltransformation von E. coli ver-
wendet werden. 
 
2.3.2.2. Schnelltransformation von E. coli  
Bei der Schnelltransformation wurden 0,2 μl der Plasmid-DNA-Probe auf angetaute, che-
misch kompetente E. coli Zellen (Name: DH5α, Genotyp: F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) 
U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1) gegeben und 
diese für insgesamt 15 Minuten auf Eis inkubiert. Es wurden 40 μl dieser Zellen auf Selekti-
onsplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C im Brutschrank (Kelvitron T®, Fa. Hera-
eus, Hanau, Deutschland) inkubiert. 
 
2.3.2.3. Vorkultur von E. coli  
Für die Vorkultur wurde je eine Kolonie in je zwei 5 ml LB-Flüssigkultur (20 g LB-Medium 
(Lennox) auf 1 l Aqua bidest) gegeben. Um den Selektionsdruck zu erhöhen, wurde in die 
LB-Flüssigkultur Ampicillin (Amp) in einer Konzentration von 100 µg/ml hineingegeben. Die 
transformierten Zellen wurden danach für insgesamt 6 Stunden bei 37°C im Brutschrank 
inkubiert. 
 
2.3.2.4. Hauptkultur von E. coli Zellen 
In je zwei 1 l Kolben wurden 250 ml des LB-Mediums gefüllt und erneut Amp in einer Kon-
zentration von 100 µg/ml hinzugegeben. Nach Überführung der gesamten Vorkultur wur-
den beide Ansätze bei 37°C für 18 h auf einem Flachbett-Schüttler bei 200 rpm inkubiert. 
Die Ansätze wurden am nächsten Tag mit der Multifuge bei 4 000 g für 15 Minuten zentri-
fugiert und waren damit für die anschließende Maxipräparation zugänglich (2.3.2.6.). 
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2.3.2.5. Anlegen einer Dauerkultur 
Für die Langzeitlagerung wurde zu 0,5 ml der E. coli Hauptkultur exakt 0,5 ml Glycerol (80%) 
hinzugegeben. Der Ansatz wurde vermischt und bei -20°C gelagert. 
 
2.3.2.6. Isolierung der DNA 
Für den Erhalt von größeren Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli wurde eine Maxipräpara-
tion mit dem Nucleobond® PC500 (Fa. Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) durchgeführt. 
Die Präparation wurde gemäß Herstelleranleitung durchgeführt. Die isolierte DNA wurde 
nach Lufttrocknung in 70 μl Aqua bidest gelöst. 
 
2.3.2.7. Konzentrationsbestimmung der DNA 
Für die photometrische Bestimmung wurden 2 μl der DNA mit 98 μl Aqua bidest in einer 
Quarzküvette verdünnt und im BioPhotometer Innova U535 (Fa. Eppendorf AG, Hamburg) 
bei einer Absorption von 260 nm vermessen. Die Reinheit wurde über das Verhältnis von  
A260 nm zu A280 nm quantifiziert, da bei 280 nm auch verunreinigende Proteine mit aromati-
schen Aminosäuren erfasst werden. Nach Möglichkeit wurde ein Verhältnis zwischen 1,8 
und 2,0 angestrebt. 
 
2.3.2.8. Zellfreie Galektin-1 Proteinsynthese im präparativen Maßstab 
Die zellfreie Expression ist ein gekoppeltes Transkriptions- und Translationssystem, wel-
ches es ermöglicht, aus einer template-DNA in vitro Proteine herzustellen. Für eine erfolg-
reiche Durchführung werden insbesondere ein geeignetes DNA-template, Nukleosid-
triphosphate (NTPs), T7-RNA-Polymerase, tRNA und der E-coli S30-Extrakt, welcher die Ri-
bosomen und Translationsfaktoren enthält, benötigt. Dieser Extrakt wurde ebenfalls in Ko-
operation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. E. Beitz hergestellt. Die einmalige Durchfüh-
rung der Methode der zellfreien Expression mit dem Continuous-Exchange-Cell-Free-Sys-
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tem (CECF-System) im Rahmen eines präparativen Ansatzes ist überwiegend von Lea Pe-
tersen übernommen worden. Als Vorlage wurde die Methode von Schwarz und Junge et al. 
(2007) genutzt.  
Sämtlich benötigte Stocks (siehe Tabelle 2) wurden zunächst auf Eis aufgetaut. Zunächst 
wurde ein Mastermix pipettiert, aus welchem nach Zugabe weiterer Bestandteile ein fee-
ding mixture (FM) und ein reaction mixture (RM) hergestellt wurde. Der RM wurde mittels 
einer Kanüle und einer 1-ml-Spritze in den Zwischenraum einer Slide-A-Lyzer® Dialysekam-
mer (Fa. Thermo Fisher Scientific, Ausschlussgrenze: 10 000 Da) überführt, welche anschlie-
ßend ins Innere der in der Werktstatt (Pharmazeutisches Institut an der CAU zu Kiel) ge-
bauten Kammer eingesetzt wurde (siehe Abbildung 18). 
Tabelle 2: Eingesetzte Komponenten und deren Konzentrationen für die zellfreie Expression des Galektin-1 
Komponente Konzentra-
tion der 
Stammlösung 
Mastermix 
[µl] 
FM-Master-
mix [µl] 
RM-Master-
mix [µl] 
NaN3 10% 90   
PEG8000 40% 900   
Kaliumacetat 4 000 mM 678,6   
Magnesiumacetat 1 000 mM variabel   
HEPES/EDTA-Puffer 24x 660   
cOmpleteTM 50x 360   
Folinsäure 10 mg/ml 180   
DTT 500 mM 72,0   
NTP-Mix 75x 240   
PEP 1 000 mM 360   
AcP 1 000 mM 360   
Aminosäure-Mix 4 mM 2 250 2 338  
RCWMDE 16,67 mM 1 080   
S30-Puffer 1x  5 950  
H2O 1x  1 763 151,90 
Pyruvatkinase 10 mg/ml   8,00 
E. coli tRNA 40 mg/ml   17,50 
T7-RNA-Poly-
merase 
350 U/µl   42,86 
Ribolock 40   7,50 
Plasmid variabel   variabel 
S30-Extrakt 1x   350 
Gesamtvolumen 
[µl] 
 variabel 17 000 1 000 
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Inhalt: NTP-Mix 75x: 90 mM ATP, 60 mM GTP,CTP,UTP; S30 Puffer: 10 mM Tris-Acetat, 14 mM Magnesiu-
macetat, 0,6 mM KCl; cOmpleteTM 50x: 1 Tablette cOmpleteTM, 1 ml Aqua bidest; HEPES/EDTA-Puffer 24x: 
2,4 M HEPES mit pH 8,0, 20 mM EDTA; Aminosäure-Mix 50x je 4 mM von: L-Arginin, L-Asparagin, L-Alanin, L-
Aspartat, L-Glutamat, L-Glutamin, Glycin, L-Histidin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Lysin, L-
Serin, L-Tryptophan, L-Valin, L-Cystein, L-Methionin, L-Tyrosin; RCWMDE je 16,67 mM von: L-Arginin, L-Cys-
tein, L-Tryptophan, L-Methionin, L-Asparaginsäure, L-Glutaminsäure 
 
Nach deren Verschluss wurde diese bei 30°C für 24 Stunden inkubiert. Der RM wurde mit 
einer Kanüle und einer 1 ml-Spritze aus der Dialysekammer entnommen und mit 1 ml Rei-
nigungspuffer (bestehend aus 20 mM Tris, 300 mM NaCl, pH: 8) gespült. Beide Volumina 
mit einer Gesamtmenge von 2 ml wurden in einem 15 ml Falcon™ Zentrifugenröhrchen 
gesammelt. Hierbei wurde ein Ausfall einer weißen, nicht näher definierbaren Substanz 
beobachtet. 1 200 µl des RM wurden bei 13 000 g für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Von 
dem Überstand wurden 600 µl entnommen und das Präzipitat in der verbleibenden Menge 
von 600 µl resuspendiert. Die restlichen Mikroliter bildeten den unbehandelte RM. Im An-
schluss folgte die Aufreinigung mittels Affinitätschromatographie (2.3.2.9.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Dialysekammer für die 
zellfreie Expression von Galektin-1 
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Wie in Tabelle 1 aufgeführt, waren die zugegebenen Mengen von Magnesiumacetat und 
des Plasmids variabel. Der Magnesiumgehalt war dabei abhängig von der Qualität des ge-
wonnenen S30-Extraktes und konnte je nach Extraktherstellung zwischen 10-18 mM Mg2+ 
variieren.  Die Plasmidkonzentration war abhängig von der Ausbeute aus der Maxipräpara-
tion. Die Zielkonzentration betrug 0,023 mg/ml. 
 
2.3.2.9. Proteinreinigung über Ni2+-NTA-Agarose-Affinitäts- 
chromatographie 
 
Für eine Aufreinigung des entstandenen Galektin-1 wurde die Affinität des enthaltenen Po-
lyhistidin Tags zu Ni2+ genutzt. Drei Fritten (Wizard® SV Plus SV Minipreps DNA Purifiction 
System, Fa. Promega, Mannheim, Deutschland) wurden mit 100 µl einer Ni2+ NTA-Agarose 
Matrix Suspension (Qiagen, Hilden, Deutschland) beladen und diese danach zwei Mal mit 
je 1 ml Reinigungspuffer gewaschen. Die gewaschenen Matrixkügelchen wurden jeweils in 
ingesamt 4 ml Reinigungspuffer aufgenommen und mit einem Probenansatz vereinigt. Je-
der Ansatz wurde in einem 15 ml Falcon™ Zentrifugenröhrchen bei 4°C über Nacht im Kühl-
keller rotiert, wodurch das Protein über den poly-Histidin-Tag an die Ni2+ NTA binden 
konnte. Das gebundene Protein wurde am nächsten Tag erneut auf die Fritte gegeben. 
Nach Waschen der beads mit 1 000 μl 20 mM Imidazol-Reinigungspuffer wurden das Pro-
tein in den jeweiligen Ansätzen mit je 250 µl Imidazol Reinigungspuffer in aufsteigenden 
Konzentrationen (40 – 500 mM) eluiert. Jede Konzentrationsstufe wurde vor dem Eluieren 
für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden die beads in 250 µl Aqua 
bidest aufgenommen. 
 
2.3.2.10. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 
Die SDS-Page ermöglicht mit Hilfe eines elektrischen Feldes die Proteine nach ihrem Mole-
kulargewicht zu trennen. Hierfür wurde eine diskontinuierliche SDS-Page durchgeführt, bei 
welcher das Polyacrylamid aus einem Trenn- sowie einem Sammelgel bestand. Die Poren-
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größe wird durch die Konzentration von Acrylamid definiert. N, N, N’, N’-Tetramethylethy-
lendiamin (TEMED) bewirkt eine freie Radikalbildung aus dem Radikalstarter Ammonium-
persulfat (APS), welches eine Polymerisation von Acrylamid zu Polyacrylamid bewirkt. Der 
Gelgießstand wurde mit 2/3 an 15%igen Trenngel (siehe Tabelle 3) befüllt und auf diese 
Schicht Isopropanol als Schutz vor dem Radikalfänger Sauerstoff gegossen. Nach Abschluss 
der Gelpolymersation wurde das Isopropanol abgegossen und bis  
zur maximalen Markierung mit dem hergestellten Sammelgel befüllt. Zur Bildung von Ta-
schen wurde ein Probenkamm in das noch nicht vollständig ausgehärtete Gel aufgesteckt. 
Nach dem Aushärten konnte das Gel in eine Auftrennungsapparatur eingespannt werden, 
welche mit Kathodenpuffer (92 mM Glycin, 25 mM Tris-HCl mit pH 8,2-8,6, 0,1% SDS) be-
füllt wurde.  
 
Tabelle 3: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels für die SDS-Page (Angabe für 2 Gele) 
 Trenngel 12,5% Trenngel 15% Sammelgel 5% 
Aqua bidest 5,25 ml 4,5 ml 2,4 ml 
Trenngelpuffer 4x 
(1,5 M Tris mit pH 8,8; 
0,4% SDS) 
3 ml 3 ml 1 ml 
Acrylamid-Lösung  
(Rotiphorese® Gel 40 
(29:1) 
3,75 ml 4,5 ml 0,6 ml 
TEMED 10 µl 10 µl 6 µl 
APS 10% 80 µl 80 µl 25 µl 
 
Für die Denaturierung der Proteine wurden 11 µl der Probe mit 4 µl 4x SDS Ladepuffer (250 
mM Tris-HCl mit pH 6,8, 40% Glycerol, 0,02% Bromphenolblau, 8% SDS, 400 mM DTT) ver-
eint und für 30 Minuten bei 37°C im Heizblock inkubiert. Als Proteinmarker wurde der Pa-
geRuler® Plus Prestained Protein, Fa. Thermo Fisher Scientific, Schwerte, verwendet. Je 
eine Menge von 15 µl wurden in die entsprechenden Taschen pipettiert, wonach eine Auf-
konzentrierung der Proteine im Sammelgel für 15 Minuten bei 160 V durchgeführt wurde. 
Eine anschließende Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 200 V und wurde beendet, sobald 
der Bromphenol-Farbstoff aus dem Gel ausgetreten war. Trenn- und Sammelgel wurden 
per Hand voneinander getrennt und das Trenngel für eine anschließende Coomassie-Fär-
bung (2.3.2.11.) genutzt. 
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2.3.2.11. Coomassie-Färbung 
Das Trenngel wurde in ein Plastikgefäß überführt, mit Rotiphorese® Blau R-Lösung versetzt 
und für 1,5 Stunden auf einem Wippschüttler geschwenkt. Nachdem die Färbelösung ver-
worfen wurde, erfolgte die Entfärbung des Hintergrunds mit einer Entfärberlösung (10% 
Eisessig, 30% Ethanol, 60% Aqua bidest) für insgesamt 1 Stunde auf dem Wippschüttler. Die 
Proteinfärbung erlaubte eine makroskopische Einschätzung über die Höhe der Konzentra-
tion des Galektin-1 in den unterschiedlichen Eluierungfraktionen. 
2.3.2.12. Reinigung des Proteins 
Für die weiterführende Behandlung des Proteins wurden die 80 mM, 100 mM, 200 mM, 
300 mM Eluierungsstufen des Überstandes mit der 200 mM Eluierungsstufe des Präzipita-
tes vereint. Von dem unbehandelten Ansatz wurden die Stufen 80 mM, 100 mM, 200 mM, 
300 mM, 400 mM vereint. Um das Imidazol von dem Protein zu entfernen, wurden die 
beiden gewonnenen Ansätze nach Herstellervorschrift von GE Healthcare, Freiburg, mit 
den PD MidiTrap® G 25 Säulen aufgereinigt.  
 
2.3.2.13. Proteinquantifizierung mittels Bradford-Reagenz 
Für die Quantifizierung des Proteins wurden 798-792 µl Aqua bidest mit 2-8 µl der Protein-
probe sowie 200 µl Bradford-Reagenz gemischt und für 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Absorption wurde bei 595 nm mit dem Photometer (Bio-Photometer, Fa. Ep-
pendorf-AG, Hamburg) vermessen. Als Blindwert wurde anstatt der Proteinlösung Aqua bi-
dest genutzt. 
 
2.3.2.14. Aufbewahrung des Galektins 
Von den zwei gewonnenen Galektin-Ansätzen wurden jeweils 1000 µl mit 1000 µl Glycerin 
80% versetzt und bei -20°C gelagert. Die restliche Menge wurde bei -70°C eingefroren. 
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2.3.2.15. Western Blot 
Das Galektin-1 wurde nach einer SDS-Page unter Hilfe des Semidry-Elektrotransfers auf 
eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) überführt. Für die SDS-Page wurde ein 12,5%i-
ges Trenngel genutzt (2.3.2.10.). Zuvor wurde die Membran für 60 Sekunden in Methanol 
aktiviert und 5 Minuten in Transferpuffer gelegt. Nachdem 3 Whatman®-Papiere auf die 
Anode gelegt wurden, folgten auf diese die PVDF-Membran, das Trenngel aus der SDS-Page 
und darauf erneut 3 Whatman®-Papiere.  Der Transfer wurde bei 17 V für 1 Stunde durch-
geführt. 
Nachfolgend wurde die Membran für eine 1 h bei Raumtemperatur in 20 ml 3%igem MTBST 
(3% Milchpulver in 100 ml TBS 10x, 1 ml Tween 20, ad 1 l Aqua bidest) auf dem Wippschütt-
ler bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindestellen des Antikörpers zu blo-
ckieren. Der Puffer wurde verworfen und die Membran über Nacht bei 4°C mit dem Pri-
märantikörper Anti-Penta-His-Mouse (Verdünnung 1:5 000, Fa. Qiagen, Hilden, Deutsch-
land) in MTBST geschüttelt. Die Antikörperlösung wurde entfernt, dreimal 15 min lang un-
ter Schütteln mit 10-20 ml TBST gewaschen.  Danach wurde die Membran für 1 Stunde mit 
10 ml des sekundären Antikörpers Peroxidase-Conjugatet-Anti-Mouse (Verdünnung: 1: 
5 000 in MTBST, Fa. Jackson Immuno Research, Suffolk, England) versetzt und 1 Stunde auf 
dem Schüttler gelassen. Der sekundäre Antikörper wurde wie zuvor dreimal mit 10 ml 
MTBST für 15 Minuten gewaschen. Zuletzt wurde die Membran mit Clarity® Western ECl 
Substrate (Fa. Bio-Rad, München, Deutschland) benetzt und die Reaktion am Lumi Imager® 
F1 (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) detektiert. 
 
2.3.3. Biotinylierung von Galektin-1 und -3 und deren  
kinetische Interaktionsstudien am BLI 
2.3.3.1. Biotinylierung von Galektin-1 und -3 
Aus einem EZ-Link® NHS-Biotin-PEG4-Stock (100 mM) wurde mittels einer Verdünnung von 
1:1 000 mit sterilfiltriertem (Filtropur V50, 500 ml, 0,2 µm, Sarstedt, Newton, USA) PBS-
Puffer (4,0 g NaCl, 0,72 g Na2HPO4, 0,1 g KCl, 0,12 g KH2PO4, pH 7,4) eine Stammlösung mit 
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100 µM hergestellt. Die benötigte µl-Menge des Biotin-Reagenzes für das zellfrei expri-
mierte Galektin-1 und das gekaufte Galektin-3 (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land) wurde nach der Berechnungsvorlage von FortéBio biotinyliert.  
 
µl 1 mM Biotin-Reagenz = 
Proteinkonzentration (
mg
ml
)
MW Protein kDa
 x MCR x Proteinvolumen 
 
Die Konzentration des Galektin-1 lag bei 147 µg/ml und für Galektin-3 bei 1 000 µg/ml. Das 
MCR (Molar Coupling Ratio) wurde abhängig von der eingesetzten Proteinkonzentration 
nach Herstellervorgabe für Galektin-1 mit 1:5 und für Galektin-3 mit 1:1 angegeben. Die 
Umpufferung von Galektin-1 in PBS-Puffer wurde mittels einer Filtereinheit (Fa. Amicon® 
Ultra 4, 5 000 MWCO, Millipore, Carrigtwohill, Irland) durchgeführt. Diese wurde bei 8 000 
g für 60 Minuten bei 4°C mit der Multifuge zentrifugiert, wobei immer nach 10 Minuten 2 
ml des PBS-Puffers neu auf die Filtereinheit gegeben wurde. Die Zentrifugation wurde so-
lange fortgeführt, bis noch 100 µl der PBS-haltigen Proteinlösung in der Einheit vorhanden 
waren. Anschließend wurde eine erneute Umpufferung mit Entsalzungssäulen (Zeba® Spin 
Desalting Column, 0,5 ml, Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach der Arbeits-
vorschrift von Thermo Fisher durchgeführt. Nach Zugabe der errechneten Biotinmenge 
wurde die Biotinylierung für 2 Stunden auf Eis durchgeführt. Die anschließende Aufreini-
gung der Proben wurde nach der Arbeitsvorschrift von Thermo Fisher mit den wie zuvor 
genutzten Zeba®-Entsalzungssäulen durchgeführt.  
 
2.3.3.2. Kinetische Interaktionsstudien von AGPs mit humanen Galektinen 
am BLI 
Für kinetische Echtzeitmessungen der AGP-Proben mit den biotinylierten Galektinen wurde 
die Methode der Bio-Layer-Interferometrie mittels Octet® RED96e (Pall FortéBio, Ports-
mouth, England) durchgeführt. Dieses Prinzip beruht auf der optischen Interferometrie, 
welches auf Lichtwellenüberlagerung von weißen Lichtwellen beruht. Licht im sichtbaren 
Wellenlängenbereich wurde durch einen Sensor mit modifizierter Streptavidin-Oberfläche 
(Dip and Read® Streptavidin (SA) Biosensoren, Fa. Pall FortéBio, Portsmouth, England), ge-
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sendet und an zwei Oberflächen zurückreflektiert. Die Reflexion findet an einer unverän-
derten sensorinternen Oberfläche und an einer durch Beladung veränderten äußeren 
Schicht statt. Die Länge der zweiten Reflexion ist hierbei abhängig von den Molekülen, wel-
che an der Sensoroberfläche andocken, welche das spezifische Interferenzmuster verschie-
ben und die Intensität des eingestrahlten Lichtes verändern. Diese Verschiebung der Inten-
sitäten der einzelnen Wellenlängen ist abhängig von der Größe und Dichte der Molekül-
schicht auf dem Sensor und lässt sich zusätzlich bei dem gegenteiligen Effekt, der Dissozia-
tion der Moleküle, beobachten (Wilson et al., 2010). Mittels graphischer Auftragung der 
Verschiebung (nm) gegen die Zeit (Minuten) entsteht eine Assoziations-Dissoziations-
Kurve, aus welcher mittels der Octet System Data Analysis Software (Version: 10.0.1.6.) die 
Geschwindigkeitskonstanten KD, Ka sowie Kd berechnet werden konnten. 
Vor jeder Messung wurden die Sensoren für 30 Minuten in dem PBS-Puffer gelagert, um 
die überzogene Saccharoseschicht zu entfernen. Pro Kavität wurden immer 200 µl PBS-Puf-
fer für die Waschprozesse, Galektin-1 (zellfrei) & -3 (je 10 µg/ml), Biocytin-Blockreagenz 
(10 µg/ml) sowie unterschiedliche AGP-Probenlösung in den unterschiedlichen Konzentra-
tionen 1, 2, 5, 5, 10 und 20 µM pipettiert (siehe Abbildung 19). Diese Werte sind nach Vor-
lage von Zhang et al. (2016) entnommen. Die Sensoren tauchen nach Abschluss der Asso-
ziation (Reihe 8) für die Dissoziation zurück in die Kavitäten der Reihe 7. Der Referenz-
sensor, welcher kein Galektin bindet, durchlief die gleiche Anordnung. Hierbei sollte über-
prüft werden, ob eine unspezifische Bindung der AGP-Probe am Sensor erfolgt. Die Kon-
zentration der hierfür eingesetzten einzelnen AGP-Probe lag bei 10 µM (Abbildung Reihe 
G). Für jede Messung wurde zusätzlich ein Spritzschutz auf die Assayplatte aufgebracht. 
Der Schüttelprozess lag bei 1 000 rpm und die Gerätetemperatur bei konstanten 25°C. 
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Die Grundlagen dieser BLI-Methode sind von Dr. Steffen Riehtmüller entwickelt worden. 
Für die Assay-Durchführung wurden insgesamt drei nacheinanderfolgende Waschschritte 
für insgesamt 2 400 Sekunden durchgeführt, um einen möglichen Basisliniendrift auszu-
gleichen. Nach der Beladung der Sensoren mit den Galektinen (2 000 Sekunden) wurde ein 
kurzes Blocken unbesetzter Stellen durchgeführt (300 Sekunden). Nachdem erneut zwei 
Mal (2 600 Sekunden) gewaschen wurde, um ungebundene Substanzen von den Sensoren 
zu entfernen, wurde die Assoziation (800 Sekunden) mit einer anschließenden Dissoziation 
(1 200 Sekunden) durchgeführt. Eine Verkürzung der Assoziationszeit sollte die Möglichkeit 
einer geringeren unspezifischen Bindung bieten (siehe Tabelle 4).  
 
Tabelle 4: Darstellung des eingestellten Programms des BLI-Assays 
Assay-Schritt Assay-Bezeichnung Probenkavität Assay-Zeit 
1 Waschen 1 600 
2 Waschen 2 600 
3 Basisline 1 3 1 200 
4 Beladung 4 2 000 
5 Blocken 5 300 
6 Waschen 6 600 
7 Basisline 2 7 2 000 
8 Assoziation 8 800 
9 Dissoziation 7 1 200 
Abbildung 19: Anordnung des Versuchsaufbaus des Galektin-Assays am BLI 
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3. ERGEBNISSE 
3.1. Analytische Ergebnisse 
3.1.1. Ausbeuten der hochmolekularen Fraktionen, der Yariv-Fällungen, 
der Yariv-Überstände und des Arabinans 
 
Nach der wässrigen Extraktion zum Erhalt der HMFs von Ginkgo biloba, Ephedra distachya, 
Cycas revoluta und Encephalartos longifolius mit anschließender Yariv-Fällung konnten fol-
gende Mengen an HMFs, AGPs sowie des Arabinans von Ephedra distachya gewonnen wer-
den (siehe Tabellen 5-8). 
 
Tabelle 5: Auswaagen der HMF, des AGPs und des Yariv-Überstandes von Ginkgo biloba 
Getrocknete 
Einwaage 
Ginkgo biloba 
[g] 
Erntezeit Probe Auswaage 
[g] 
% bezogen auf 
die eingesetzte 
Trockenein-
waage 
 
443,56 
 
Oktober 2016 
HMF 5,70 1,29 
AGP 0,23 0,05 
Yariv-Überstand 0,79 0,18 
 
 
Da das AGP von Ginkgo biloba in dieser Arbeit den analytischen Schwerpunkt bilden sollte, 
wurde eine große Menge an getrocknetem Material eingesetzt. Die Ausbeute der HMF be-
trug 1,29%, die Ausbeute des AGPs betrug 0,05%.  
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Tabelle 6: Auswaagen der HMFs, der AGPs und der Yariv-Überstande von Ephedra distachya 
Getrocknete 
Einwaage 
Ephedra 
distachya 
[g] 
Erntezeit Probe Auswaage 
[g] 
% bezogen auf 
die eingesetzte 
Trockenein-
waage 
 
54,83 
 
Januar 
2018 
HMF 1 0,91 1,66 
AGP 1 0,03 0,05 
Yariv-Überstand 0,79 1,44 
 
 
37,87 
 
Oktober 
2018 
HMF 2 0,31 0,82 
AGP 2 0,006 0,02 
Yariv-Überstand 0,11 0,29 
Arabinan 0,002 0,005 
 
 
Da der Arzneipflanzengarten des Pharmazeutischen Institutes der CAU nur eine begrenzte 
Menge an Ephedra-Pflanzenmaterial für die Isolierung bereitstellen konnte, mussten zwei 
Ernten zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgen. Die Ausbeuten der HMFs und des AGPs 
zeigen in der Auswaage beider Chargen deutliche Unterschiede mit ungefähr halbierten 
Ausbeutemengen im Oktober. Eine Möglichkeit für die unterschiedlichen Auswaagen wäre 
der Erntezeitpunkt mit den unterschiedlichen Witterungsbedingungen. Es ist anzumerken, 
dass es im Jahr 2018 einen sehr heißen und langen Sommer von Mai bis Oktober gab. Die 
AGP-Ausbeute vom Januar ist mit der des Ginkgo bilobas vergleichbar. Zusätzlich konnte 
eine kleine Menge eines reinen Arabinans isoliert werden. 
 
Tabelle 7: Auswaage der HMF, des AGPs und des Yariv-Überstandes von Cycas revoluta 
Getrocknete 
Einwaage 
Cycas revoluta 
[g] 
Erntezeit Probe Auswaage 
[g] 
% bezogen auf 
die eingesetzte 
Trockenein-
waage 
 
298,27 
 
August 2018 
HMF 1,56 0,52 
AGP 0,08 0,03 
Yariv-Überstand 0,24 0,08 
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Die Ausbeute der HMF von Cycas revoluta war von allen Gymnospermproben mit 0,52% 
am geringsten. Die AGP-Ausbeute war mit 0,03% ähnlich gering wie die der zweiten 
Ephedra distachya Charge aus dem Oktober.  
 
Tabelle 8: Auswaage der HMF, des AGPs und des Yariv-Überstandes von Encephalartos longifolius.  
Die ermittelten Werte [*] beziehen sich auf die eingesetzte HMF-Einwaage von nur 0,15 g 
Getrocknete 
Einwaage 
Encephalartos 
longifolius 
[g] 
Erntezeit Probe Auswaage 
[g] 
% bezogen auf 
die eingesetzte 
Trockenein-
waage 
 
351,67 
 
August 2018 
HMF 3,55 1,01 
AGP 0,008* 0,05 theoretisch 
Yariv-Überstand 0,075* 0,51 theoretisch 
 
 
Die Ausbeute der HMF von Encephalartos longifolius betrug 1,01%. Um zu überprüfen, ob 
die Fällung eines AGPs möglich ist, wurden nur 0,15 g der ausgewogenen HMF eingesetzt. 
Damit ergeben sich eine theoretische AGP-Gesamtauswaage von 0,19 g (0,05% bezogen 
auf die eingesetzte Trockeneinwaage) bzw. theoretische Yariv-Überstand-Auswaage von 
1,81 g (0,51% bezogen auf die eingesetzte Trockeneinwaage).  
Zusammenfassend liegt die Menge der HMFs der untersuchten Gymnospermen zwischen 
0,52-1,66% und die Menge der AGPs zwischen 0,02-0,05%. 
 
3.1.2. Geldiffusionstest 
Mit Hilfe des Geldiffusionstestes kann ein erster Schnelltest auf ein mögliches Vorkommen 
von AGPs durchgeführt werden. Die HMF-Probe (100 mg/ml), welche AGP beinhaltet, bzw. 
das AGP (10 mg/ml) diffundieren durch das Gel und bilden eine Präzipitationslinie, sobald 
es auf das mittig eingesetzte β-GlcY-Reagenz (1 mg/ml) trifft (siehe Abbildung 20). Diese 
Reaktion ist abhängig von Verteilung der Probe im Gel sowie der AGP-Konzentration, was 
die unterschiedlichen Intensitäten der Linien begründen könnte. Es konnte gezeigt werden, 
dass alle drei genutzten Gymnospermen-Proben ein AGP beinhalten. Als Positivprobe 
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wurde je Gel das AGP von Echinacea purpurea aus dem Arbeitskreis eingesetzt. Die einge-
setzten Yariv-Überstände (100 mg/ml) zeigten keine Präzipitationslinien. Bei einer positi-
ven Reaktion könnte der Yariv-Überstand noch verschlepptes AGP beinhalten.  
 
 
3.1.3. Charakterisierung des Kohlenhydratanteils 
3.1.3.1. Analyse der Neutralzucker 
Die Neutralzuckeranalyse wurde nach der Methode von Blakeney et al. (1983) durchge-
führt. Für die anschließende gaschromatographische Auswertung wurden folgende relative 
Retentionszeiten und Korrekturfaktoren genutzt (siehe Tabelle 9), welche aus der Daten-
bank des Arbeitskreises entnommen wurden. Die Alditolacetate werden nach steigender 
Hydrophilie eluiert, wobei zuletzt Inositol als interner Standard erscheint, welches den Kor-
rekturfaktor 1 erhielt. Da für 3-O-Methyl-Rhamnose (3-O-Me-Rha) kein eigener Standard 
vorlag, wurde der Korrekturfaktor 1,57 der Rhamnose genutzt. Die Auswertung erfolgte 
anhand der Retentionszeit des Alditolacetates (Bartels et al., 2017) und des Massenspekt-
rums des PMAAs 1,2,4,5-Tetra-O-Acetyl-3-O-Methyl-Rhamnitol. In der Acetylierungsana-
lyse zeigt sich das Massenspektrum einer 1,2,4-Rhamnose. Die ermittelten Monosaccha-
ridkonzentrationen mit weniger als 1% werden nachfolgend als „traces“ bezeichnet. Da Ri-
bose in keinem der Proben gefunden wurde, wird dieser Zucker nicht weiter in den nach-
folgenden Tabellen und Abbildungen aufgeführt. 
 
Abbildung 20: Auswertung des Geldiffusionstests 
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Tabelle 9: Genutzte Zuckerstandards mit den relativen Retentionszeiten und den eingesetzten 
Korrekturfaktoren 
 
Nachfolgend ist das Gaschromatogramm der Zuckerstandards dargestellt (siehe Abbildung 
21). 
 
 
 
3.1.3.2. Neutralzuckeranalyse der HMFs 
Nachfolgend sind die Ergebnisse der Neutralzuckeranalyse, die Ausbeuten und das Verhält-
nis von Ara/Gal der HMF-Proben dargestellt (siehe Tabelle 10). 
 
 
 
Monosaccharide Relative Retentionszeit Korrekturfaktoren 
3-O-Methyl-Rhamnose 0,325 1,57 
Rhamnose 0,348 1,57 
Fucose 0,363 1,38 
Ribose 0,397 1,69 
Arabinose 0,423 1,31 
Xylose 0,494 1,53 
Mannose 0,842 1,19 
Galactose 0,910 1,19 
Glucose 0,967 1,31 
Abbildung 21: Gaschromatogramm der Zuckerstandards 
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Tabelle 10: Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der vier Gymnospermen-HMFs 
Mono- 
saccharide 
Ginkgo 
biloba 
HMF 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Ephedra 
distachya 
HMF 1 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Ephedra 
distachya 
HMF 2 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
Cycas 
revoluta 
HMF 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Encepha-
lartos lon-
gifolius 
HMF 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
3-O-Me-Rha   1,5 ± 1,1 3,5 ± 0,2 2,0 - 8,1 
Rha    18,5 ± 1,5  12,7 ± 0,3 14,6   5,5 ± 1,1 6,8 
Fuc - 1,0 ± 0,7 1,5   1,1 ± 1,6 traces 
Ara     17,0 ± 1,7  45,8 ± 2,0 39,9 29,1 ± 3,2 43,2 
Xyl   3,2 ± 0,5  11,5 ± 1,3 10,0 12,0 ± 1,7 11,1 
Man 20,3 ± 1,0    3,2 ± 0,7 5,6 11,3 ± 1,2 3,7 
Gal 15,8 ± 0,4  16,0 ± 2,3 11,0 19,6 ± 3,0 10,6 
Glc 23,7 ± 3,4 6,3 ± 0,8 15,4 21,4 ± 0,9 15,8 
Ausbeute  
in % (m/m) 
17,0 ± 0,1 27,3 ± 1,3 34,2 17,7 ± 2,0 32,2 
Ara/Gal 
in % (mol) 
1:0,9 1:0,4 1:0,3 1:0,7 1:0,3 
 
 
Die Ausbeuten der drei HMFs liegen zwischen 17,0% und 34,2%. In der HMF von Ginkgo 
biloba liegen Arabinose (17,0%) und Galactose (15,8%) im Verhältnis 1:0,9 vor, welches für 
ein Vorkommen von einem AGP typisch ist. Der Glucosegehalt beträgt 23,7%, welches für 
eine verstärkte Einlagerung von Stärkemolekülen spricht. 
Weiterhin kommen auffällig hohe Mengen an Mannose (20,3%) und Rhamnose (18,5%) 
vor, welches ein Vorkommen von sauren Pektinen aus der Zellwand bzw. Glucomannanen 
wahrscheinlich macht. Weiterhin zeigt sich, dass das seltene Monosaccharid 3-O-Methyl-
Rhamnose in geringer Konzentration (1,5%) vorkommt.  
Beide HMFs von Ephedra distachya enthalten einen hohen Gehalt an Arabinose (gemittelt 
ca. 43%), welches für das Vorhandensein eines Arabinans sprechen würde und für das un-
gleiche Ara/Gal Verhältnis von gemittelten 1:0,4 verantwortlich ist. Der Galactosegehalt 
beträgt ca. 14%. Die hohen Mengen an Rhamnose (gemittelt ca. 14%) und Xylose (gemittelt 
ca. 11%) lassen ebenfalls auf ein Vorkommen von Pektinen bzw. Xylanen schließen. Der 
Glucosegehalt (gemittelt ca. 11%) in der HMF 2 ist aufgrund einer möglichen Stärkeeinla-
gerung in der Oktoberernte um fast 10% höher als in der Januarernte. Zudem konnte eben-
falls die 3-O-Me-Rha in geringer Konzentration (gemittelt ca. 3%) nachgewiesen werden.  
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Die HMF von Cycas revolutas zeigt eine hohe Konzentration der Arabinose (29,1%). Das 
Ara/Gal Verhältnis weicht mit 1:0,7 nicht so stark voneinander ab wie bei beiden HMFs von 
Ephedra distachya. Der Gehalt der Galactose (19,6%) liegt in einem ähnlichen Bereich wie 
bei den anderen beiden Gymnospermen. Auch hier lässt der hohe Glucosegehalt (21,4%) 
auf eine Stärkeeinlagerung schließen. Der Gehalt der Xylose (12,0%) lässt ein Vorkommen 
von Xylanen vermuten. 3-O-Methyl-Rhamnose konnte nicht nachgewiesen werden. 
Die HMF von Encephalartos longifolius weist eine ähnliche hohe Konzentration der Arabi-
nose (43,2%) wie die HMF 1 von Ephedra distachya, welches hier ebenso auf ein Arabinan-
vorkommen hinweist. Weiterhin konnte die 3-O-Me-Rha mit einem hohen Gehalt von 8,1% 
nachgewiesen werden. Das ungewöhnliche Ara/Gal Verhältnis mit 1:0,3 liegt in dem hohen 
Arabinose- und dem niedrigen Galactosegehalt (10,6%) begründet. Da sowohl Cycas als 
auch Encepahalartos zur gleichen Zeit im Sommer 2018 geerntet worden sind, spricht der 
ähnliche Glucosegehalt (15,8%) auch hier für eine mögliche Stärkeeinlagerung. 
 
3.1.3.3. Neutralzuckeranalyse der Yariv-Fällungen 
Nachfolgend sind Ergebnisse der Neutralzuckeranalyse, die Ausbeuten und das Verhältnis 
von Ara/Gal der nativen AGP-Proben dargestellt (siehe Tabelle 11). Aufgrund der geringen 
Ausbeute von ca. 6 mg (3.1.1.) wurde von der zweiten Yariv-Fällung (nachfolgend bezeich-
net als AGP 2) von Ephedra distachya und von Encephalartos longifolius nur eine Einfach-
bestimmung durchgeführt.  
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Tabelle 11: Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der vier Gymnospermen-AGPs 
Mono- 
saccharide 
Ginkgo 
biloba 
AGP 
in % 
(mol/mol) 
n=6 
Ephedra 
distachya 
AGP 1 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Ephedra 
distachya 
AGP 2 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
Cycas 
revoluta 
AGP 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Encephalar-
tos longifo-
lius 
AGP 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
3-O-Me-Rha   3,7 ± 0,0   12,9 ± 3,1 8,8 - 4,4 
Rha   6,8 ± 0,2     3,5 ± 0,4 1,7  9,6 ± 1,1 7,5 
Fuc traces      traces - - 0,8 
Ara 32,0 ± 3,6   38,9 ± 1,4 36,0    46,6 ± 3,1 36,2 
Xyl traces     1,7 ± 0,6 traces - 4,7 
Man   2,0 ± 0,5     1,6 ± 0,7 1,4      2,5 ± 1,0 8,4 
Gal 26,9 ± 0,9   40,0 ± 4,1 47,9    40,2 ± 4,0 23,8 
Glc 27,8 ± 1,7     1,3 ± 0,5 3,7   1,1 ± 0,8 14,3 
Ausbeute  
in % (m/m) 
47,9 ± 5,2 33,1 ± 3,3 68,9 28,3 ± 4,3 36,7 
Ara/Gal 
in % (mol) 
1:0,8 1:1,0 1:1,3 1:0,9 1:0,7 
 
 
Die Ausbeuten variierten zwischen 33,1-68,9%. Bedingt durch einen Proteinanteil von ca. 
10% und einer Verschleppung von weiteren Bestandteilen wie Gerbstoffen, beträgt die 
Ausbeute keine 100%. Die AGPs wiesen mit Ausnahme des zweiten Ephedra distachya AGPs 
eine leichte Braunfärbung auf, welches für das Vorhandensein von noch gebundenen Gerb-
stoffbestandteilen sprechen könnte. In allen AGPs wurde erwartet, dass Arabinose und Ga-
lactose mengenmäßig am meisten zu finden sind.  
Das AGP von Ginkgo biloba zeigt wie erwartet hohe Mengen an Arabinose (32,0%) und Ga-
lactose (26,9%) und damit ein Ara/Gal Verhältnis von 1:0,9. Besonders auffällig ist der sehr 
hohe Gehalt von Glucose (27,8%). Um eine mögliche Reduktion des Wertes durch eine Stär-
keverunreinigung auszuschließen, wurde mit dem AGP erneut eine 14-tägige Dialyse (Aus-
schlussgrenze: 12 000-14 000 Dalton, Medicell International LTD, London, England) durch-
geführt. Nach dreifacher Acetylierung des dialysierten AGPs wurde ein Glucosewert von 
29,5% ± 1,4% ermittelt. Das Ara/Gal Verhältnis lag bei 1:1,0 (28,4%:27,7%) und die gemit-
telte Ausbeute bei 53,1% ± 1,2%. In Tabelle 12 sind daher die gemittelten Werte des ersten 
gewonnenen AGPs und des zusätzlich dialyiserten AGPs zusammengefasst. Es wurden zwei 
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weitere Yariv-Fällungen mit einer sehr kleinen Menge der Ginkgo biloba Charge durchge-
führt. Die gemittelten Acetylierungswerte beider Fällungen sind in Tabelle 12 dargestellt. 
Hieraus ist ersichtlich, dass der Glucosewert im Durchschnitt auf 8,0% abgesunken ist. Es 
ist daher anzunehmen, dass bei der AGP-Hauptfällung das Yariv-Reagenz nicht vollkommen 
zerstört wurde, sodass ein Teil der glucosehaltigen Bruchstücke noch am AGP gebunden 
sein könnten. 
 
Tabelle 12: Neutralzuckerzusammensetzung 
(mol/mol%) des zweimalig nachgefällten Ginkgo biloba AGPs 
Monosaccharide Nachfällung 
Ginkgo 
biloba 
AGP 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
3-O-Me-Rha 3,7 ± 1,0 
Rha 6,2 ± 1,8 
Fuc - 
Ara         35,6 ± 1,7 
Xyl - 
Man           2,1 ± 0,7 
Gal         44,5 ± 3,8 
Glc           8,0 ± 1,4 
Ausbeute  
in % (m/m) 
50,1 ± 6,0 
Ara/Gal 
in % (mol/mol) 
1:1,3 
 
 
Bei dem AGP von Ephedra distachya bilden Arabinose (38,9%) und Galactose (40,0%) mit 
einem Verhältnis von 1:1,0 die hauptsächlich vorkommenden Monosaccharide. Dieses AGP 
weist im direkten Vergleich zu den anderen nativen AGPs die höchste Menge der 3-O-Me-
thyl-Rhamnose (12,9%) auf. Das zusätzlich nachgefällte AGP 2 zeigt eine ähnliche Zusam-
mensetzung, wobei die Ausbeute (68,9%) mehr als doppelt so hoch ist, wie die der ersten 
AGP Charge (33,1%). Wie bereits aufgeführt, könnte diese Ausbeute durch eine gute Auf-
reinigung enstanden sein. Das Cycas revoluta AGP besteht überwiegend aus Arabinose 
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(46,6%) und Galactose (40,2%) mit einem Verhältnis von 1:0,9. Der Rhamnosegehalt (9,6%) 
ist am höchsten von allen drei untersuchten Gymnospermen-AGPs. Die 3-O-Methyl-Rham-
nose konnte wie in der HMF auch hier nicht nachgewiesen werden. Andere Monosaccha-
ride wie Mannose und Glucose kommen nur in sehr geringen Mengen vor.  
Aufgrund der systematischen Nähe wurde für Encephalartos eine ähnliche AGP-Zusam-
mensetzung wie bei Cycas revoluta erwartet. Dies bestätigte sich allerdings nicht. So liegt 
der Arabinosegehalt bei 36,2% und der Galactosegehalt bei 23,8%. Das Verhältnis beträgt 
1:0,7. Auch konnte im Gegensatz zum Cycas-AGP die 3-O-Me-Rha (4,4%) nachgewiesen 
werden. Alleinig die Rhamnose liegt in einem ähnlichen Bereich (7,5%). Sehr auffällig ist der 
zweithöchste Gehalt an Glucose (14,3%).  
Nachfolgend sind die Chromatogramme der vier Gymnospermen-AGPs dargestellt (siehe 
Abbildung 22). 
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Zusammenfassend zeigt sich bei allen untersuchten AGPs die klassischen AGP-Monosac-
charide. Das Ara/Gal-Verhältnis ist im Durchschnitt mit 1:1,2 eher ungewöhnlich. Bei Angi-
ospermen wurde bislang ein Verhältbis von 1:2 beobachtet (Nothnagel, 1997). Weiterhin 
konnte ein relativ hoher Gehalt von Rhamnose und als Besonderheit 3-O-Methyl-Rham-
nose gefunden werden. 
 
3.1.3.4. Neutralzuckeranalyse der Yariv-Überstände 
Um zu überprüfen, ob eine vollständige Yariv-Fällung stattfand und einen Einblick in weiter 
vorkommende Monosaccharide in der Zellwand zu erhalten, wurden die Yariv-Überstände 
untersucht. Nachfolgend sind die gemittelten Werte der Neutralzuckeranalytik, die Aus-
beuten und das Verhältnis von Ara/Gal der Yariv-Überstände dargestellt (siehe Tabelle 13).  
DIe Yariv-Überstände der zweiten Ephedra distachya Fällung und jener der Encephalartos 
longifolius Fällung wurden nicht berücksichtigt. 
 
 
 
 
Abbildung 22: Gaschromatogramme der nativen Gymnospermen-AGPs. 
A: Ginkgo biloba AGP, B: Ephedra distachya AGP, C: Cycas revoluta AGP, D: Encephalartos longifolius 
D 
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Tabelle 13: Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der drei Gymnospermen-Yariv-Überstände 
Monosaccharide Ginkgo 
biloba 
Yariv-Überstand 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Ephedra 
distachya 
Yariv-Überstand 1 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Cycas 
revoluta 
Yariv-Überstand 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
3-O-Me-Rha traces  2,9 ± 1,2 traces 
Rha 24,9 ± 0,6          14,0 ± 1,7   7,4 ± 1,2 
Fuc -  1,8 ± 0,3   1,2 ± 0,4 
Ara 12,8 ± 0,6          45,9 ± 1,0 37,7 ± 1,1 
Xyl   3,0 ± 0,5         12,2, ± 0,3 13,8 ± 1,5 
Man 33,2 ± 0,8 5,0 ± 1,2   9,7 ± 1,0 
Gal 15,0 ± 0,5          16,2 ± 0,2 18,8 ± 1,4 
Glc 10,4 ± 0,3 2,0 ± 0,4 10,8 ± 2,8 
Ausbeute  
in % (m/m) 
56,4 ± 6,4 29,1 ± 7,2 39,6 ± 1,0 
Ara/Gal 
in % (mol/mol) 
1:1,2 1:0,4 1:0,5 
 
 
Der Yariv-Überstand enthält alle anderen wasserlöslichen Speicherpolysaccharide und Gly-
koproteine, welche sich nicht mit dem Yariv-Reagenz ausfällen lassen.   
Die Konzentrationen von Rhamnose, Arabinose, Mannose, Glucose und Galactose lassen 
auf das Vorkommen von Pektinen, Xyloglucanen und Glucomannanen schließen. Im Ver-
gleich zu den HMF konnten keine gravierenden Änderungen der Monosaccharidzusam-
mensetzungen beobachtet werden, da die AGPs nur einen geringen Teil der HMF ausma-
chen.  
Die Ausbeuten variieren stark zwischen 29,1% und 56,4% und sind damit teilweise deutlich 
höher als jene Ausbeuten der HMFs. Vermutlich wird durch die Behandlung mit Dithionit 
zur Zerstörung des Yariv-Reagenzes eine weitere Aufreinigung erreicht. Die geringen Men-
gen an 3-O-Me-Rha weisen darauf hin, dass dieser Zucker vor allem Bestandteil der AGPs 
ist. 
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3.1.3.5. Neutralzuckeranalyse des Arabinans 
Nachfolgend ist die Einzelacetylierung des vermutlich vorkommenden Arabinans in Tabelle 
14 dargestellt, welches aus dem 90%igen (v/v) ethanolhaltigen Überstand der zweiten 
HMF-Fraktion isoliert werden konnte (2.2.1.5.). 
Tabelle 14: Neutralzuckerzusammensetzung (mol/mol%) des 
Arabinans von Ephedra distachya 
Monosaccharide Ephedra 
distachya 
Arabinan 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
3-O-Me-Rha - 
Rha 3,9 
Fuc 2,0 
Ara 94,1 
Xyl - 
Man - 
Gal - 
Glc - 
Ausbeute  
in % (m/m) 
53,7 
 
 
Wie erwartet, ist der Hauptbestandteil Arabinose (94,1%). Da noch die beiden weiteren 
Monosaccharide Rhamnose und Fucose detektiert wurden, könnte die Aufreinigung unvoll-
ständig sein. Um eine detailierte Strukturaufklärung mittels Bindungstypanalyse durchfüh-
ren zu können, hätte die Menge des getrockneten Ausgangsmaterials bei der geringen Ara-
binanausbeute mindestens das Zehnfache betragen müssen, welches aber aufgrund der 
begrenzten Materialmengen im Botanischen Garten des Pharmazeutischen Institutes der 
CAU nicht möglich war. Nachfolgend ist das Gaschromatogramm dargestellt (siehe Abbil-
dung 23). 
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3.1.3.6. Kolorimetrische Bestimmung der Uronsäuren  
Für die kolorimetrische Bestimmung der Gesamturonsäuren der HMF-Proben, AGP-Proben 
sowie der Yariv-Überstände wurde die Methode nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen 
(1973) genutzt. Hier gilt es zu berücksichtigen, dass nicht zwischen den Uronsäuren in Land-
pflanzen, meist Galacturonsäure und Glucuronsäure, unterschieden werden kann.  
Nachfolgend sind die Kalibriergeraden abgebildet, welche zur prozentualen Gehaltsbestim-
mung der Uronsäuren der HMFs, der AGP-Proben (siehe Abbildung 24), des uronsäurere-
duzierten AGPs von Ginkgo biloba (siehe Abbildung 25) und der Yariv-Überstände genutzt 
wurden (siehe Abbildung 26). 
 
 
 
Abbildung 23: Gaschromatogramm des Arabinans aus Ephedra distachya 
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Abbildung 25: Kalibriergerade zur Gesamturonsäurebestimmung des uronsäurereduzierten 
Ginkgo biloba  
AGPs  
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Abbildung 24: Kalibriergerade zur Uronsäurebestimmung der HMFs und nativen AGP-Proben 
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Es konnten folgende Uronsäuremengen mittels Zweifachbestimmung bzw. Dreifachbestim-
mung (nur Ginkgo biloba AGPUron) ermittelt werden (siehe Tabelle 15). 
 
Tabelle 15: Gesamturonsäuren (m/m%) der HMFs, der AGPs sowie der Yariv-Überstände der drei  
Gymnospermen 
Pflanze Probe Einwaage 
[mg] 
Gesamturonsäure-
gehalt 
in % 
(m/m) 
Ginkgo biloba  HMF 1,18 6,5 
Ginkgo biloba  AGP 1,19 7,9 
Ginkgo biloba  AGPUron 1,60 2,5 
Ginkgo biloba Yariv-Überstand 0,82 26,5 
Ephedra distachya HMF 1 1,16 7,5 
Ephedra distachya  AGP 1 1,07 8,2 
Ephedra distachya Yariv-Überstand 0,86 4,9 
Cycas revoluta  HMF 1,02 3,8 
Cycas revoluta  AGP 1,08 6,6 
Cycas revoluta Yariv-Überstand 0,95 11,3 
 
 
Die Uronsäuren aller drei nativen AGP Proben liegen im ähnlichen Bereich zwischen 6,6% 
(Cycas revoluta) und 8,2% (Ephedra distachya). Wie erwartet, zeigt das uronsäureredu-
zierte AGP vom Ginkgo biloba den geringsten Gehalt (2,5%), wobei anzunehmen ist, dass 
y = 0,0074x + 0,0074
R² = 0,9983
0,000
0,200
0,400
0,600
0,800
1,000
0 20 40 60 80 100 120
A
b
so
rp
ti
o
n
 [
5
2
0
 n
m
]
Konzentration 
Uronsäuren [mg/l]
Abbildung 26: Kalibriergerade zur Gesamturonsäurebestimmung der Yariv-Überstände 
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nicht alle Uronsäuren reduziert werden konnten. Der Gehalt der Uronsäuren in den HMFs 
liegt zwischen 3,8% (Cycas revoluta) und 7,5% (Ephedra distaycha). Jene der Yariv-Über-
stände zeigen sich sehr variabel zwischen 4,9% (Ephedra distachya) und 26,5% (Ginkgo bi-
loba). Das Aufkommen hoher Uronsäurewerte spricht vermutlich für eine möglich hohe 
Konzentration an Pektinen.   
 
3.1.3.7. Neutralzuckeranalyse der uronsäurereduzierten AGPs 
Mittels Reduktion der freien Carboxylgruppen mit Natriumbordeuterid zu ihren korrespon-
dierenden zweifach deuterierten Neutralzuckern können Uronsäuren einer Bindungstypa-
nalyse zugänglich gemacht werden.  Diese Methode wurde genutzt, um zusätzliche Infor-
mationen über den Uronsäuregehalt zu erhalten, da die kolorimetrische Messmethode re-
lativ fehleranfällig ist. Der direkte Vergleich der Neutralzuckeranalytik der nativen AGPs 
und der uronsäurereduzierten AGPs erlaubt durch eine Begutachtung der entstandenen 
Differenz der Mengenverhältnisse eine mögliche Quantifizierung der Uronsäuren Galactu-
ronsäure bzw. Glucuronsäure. In den nachfolgenden Tabellen 16-18 sind die Neutralzucker-
analysen der nativen AGPs mit den uronsäurereduzierten AGPs vergleichend dargestellt. 
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Tabelle 16: Neutralzuckerzusammensetzung (mol/mol%) des nativen AGPs im Vergleich zum  
uronsäureduzierten AGP von Ginkgo biloba 
Monosaccharide Ginkgo 
biloba 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
n=6 
Ginkgo 
biloba 
AGPUron 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Differenz 
in % 
(mol/mol) 
3-O-Me-Rha 3,7 ± 0,0 2,3 ± 0,2 
Rha 6,8 ± 0,2 4,8 ± 0,2 
Fuc traces traces 
Ara          32,0 ± 3,6          23,9 ± 1,1 
Xyl traces traces 
Man 2,0 ± 0,5 2,8 ± 0,4 
Gal          26,9 ± 0,9          32,4 ± 1,0 +5,5 
Glc          27,8 ± 1,7          33,1 ± 1,7 +5,3 
Ausbeute 
in % (m/m) 
47,9 ± 5,2 58,0 ± 3,4  
Ara/Gal 
in % (mol/mol) 
1:0,8 1:1,4  
 
 
Der Vergleich der Ginkgo biloba AGPs zeigt einen Anstieg der Ausbeute des uronsäurere-
duzierten AGPs (+10,1%) sowie einen nahezu identischen Anstieg von Galactose und Glu-
cose (je ca. 5%), welches auf ein Vorkommen von Galacturon- und Glucuronsäure hinwei-
sen könnte. Die kolorimetrische Bestimmung ergab einen Gehalt von 7,9% an Gesamturo-
nsäuren (3.1.3.6.). Das gleichzeitige Vorkommen von Galacturonsäure und Glucuronsäure 
konnte in der Bindungstypanalyse (3.1.3.9.) nicht bestätigt werden, wohingegen das Vor-
kommen von Glucuronsäure anhand des Massenspektrums in der Acetylierungsanalyse des 
uronsäurereduzierten AGPs nachgewiesen werden konnte. 
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Tabelle 17: Neutralzuckerzusammensetzung (mol/mol%) des nativen AGPs im Vergleich zum 
uronsäurereduzierten AGP von Ephedra distachya 
Monosaccharide Ephedra 
distachya 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Ephedra 
distachya 
AGPUron 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
Differenz 
in % 
(mol/mol) 
 
3-O-Me-Rha 12,9 ± 3,1 8,4 
Rha 3,5 ± 0,4 3,2 
Fuc traces - 
Ara          38,9 ± 1,4 30,6 
Xyl 1,7 ± 0,6 3,1 
Man 1,6 ± 0,7 3,6 
Gal          40,0 ± 4,1 43,2 +3,2 
Glc 1,3 ± 0,5 7,9 +6,6 
Ausbeute  
in % (m/m) 
33,1 ± 3,3 21,5  
Ara/Gal 
in % (mol/mol) 
1:1,0 1:1,4  
 
 
Der Vergleich beider AGPs zeigt einen Abfall der Ausbeute (-11,6%) sowie einen deutlichen 
Anstieg der Glucose in dem uronsäurereduzierten AGP (+6,6%), welches auf ein Vorkom-
men von Glucuronsäure hinweist. Galactose stieg um 3,2%, welches ebenfalls für ein gerin-
geres Vorkommen von Galacturonsäure spricht. Die kolorimetrische Bestimmung ergab ei-
nen Gesamturonsäuregehalt von 8,2% (3.1.3.6.). Nur das Vorkommen von Glucuronsäure 
konnte im Massenspektrum der Glucose in der Acetylierungsanalyse im uronsäurereduzier-
ten AGP nachgewiesen werden. 
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Tabelle 18: Neutralzuckerzusammensetzung (mol/mol%) des nativen AGPs im Vergleich zum 
uronsäurereduzierten AGP von Cycas revoluta 
Monosaccharide Cycas 
revoluta 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Cycas 
revoluta 
AGPUron 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
Differenz 
in % 
(mol/mol) 
 
3-O-Me-Rha - - 
Rha 9,6 ± 1,1 3,2 
Fuc - traces 
Ara          46,6 ± 3,1 43,4 
Xyl - - 
Man 2,5 ± 1,0 2,8 
Gal          40,2 ± 4,0 47,2 +7,0 
Glc 1,1 ± 0,8 2,8 +1,7 
Ausbeute  
in % (m/m) 
28,3 ± 4,3 92,3  
Ara/Gal 
in % (mol/mol) 
1:0,9 1:1,1  
 
 
Die vergleichende Auswertung zeigt eine deutliche Zunahme der prozentualen Ausbeute 
(+64,0%) sowie einen Anstieg der Galactose (+7,0%) und einen leichten Anstieg der Glucose 
(+1,7%). Die kolorimetrische Bestimmung ergab einen Gesamturonsäuregehalt von 6,6% 
(3.1.3.6.). Allerdings konnte auch hier nur das Vorkommen von Glucuronsäure im Massen-
spektrum der Glucose in der Acetylierungsanalyse im uronsäurereduzierten AGP bestätigt 
werden.  
 
3.1.3.8. Neutralzuckeranalytik der partialhydrolysierten AGPs von Ginkgo 
biloba 
Zur näheren Strukturcharakterisierung wurde das native AGP von Ginkgo biloba für weitere 
Partialhydrolysen eingesetzt. Das native AGP wurde einer alkalischen Hydrolyse  
(AGPAlk), einer Oxalsäurehydrolyse (AGPOxal) sowie einer Smith-Degradation (AGPSmith) un-
terzogen. Aus dem alkalisch hydrolysierten AGP konnte im Anschluss eine milde Säurehyd-
rolyse mit 0,2 molarer TFA (AGPAlk/TFA 0,2) sowie eine Oxalsäurehydrolyse 
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 (AGPAlk/Oxal) durchgeführt werden. Letzteres wurde ausschließlich für die Interaktionsmes-
sungen am BLI eingesetzt. Die niedrige Gesamtauswaage ermöglichte keine nähere Charak-
terisierung mittels analytischer Verfahren. Die Ergebnisse der Neutralzuckeranalytik sind 
vergleichend zum nativen AGP in Tabelle 19 dargestellt.  
 
Tabelle 19: Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der partialhydrolysierten AGPs im Vergleich zum 
nativen AGP von Ginkgo biloba 
 
 
Bei der Neutralzuckerzusammensetzung des AGPAlk wurde im Vergleich zum AGPNativ keine 
Änderung der Monosaccharidzusammensetzung erwartet, da bei dieser Methodenbehand-
lung nur der Proteinanteil zerstört wird und der Kohlenhydratanteil nicht angegriffen wird. 
Es ist auffällig, dass es zu einer Reduktion des Glucosewertes (-14,1%) kam. Scheinbar sind 
durch diese Methode einige Bruchstücke des noch gebundenen glucosehaltigen Yariv-Rea-
genzes zerstört worden. Das Ara/Gal Verhältnis änderte sich auf 1:1,0. Von dem  
AGPAlk/TFA 0,2 wurde in der Neutralzuckerzusammensetzung eine deutliche Reduktion des 
Arabinosegehaltes erwartet, welches sich mit einem deutlich verringerten Arabinosewert 
von 4,0% bestätigt (-28,0%). Das Ara/Gal Verhältnis betrug 1:15,3. 
Mono- 
saccharide 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
n=6 
AGPAlk 
in % 
(mol/mol) 
n=2 
AGPAlk/TFA 0,2 
in % 
(mol/mol) 
n=2 
AGPOxal 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
AGPSmith 
in % 
(mol/mol) 
n=1 
3-O-Me-Rha 3,7 ± 0,0 2,8 ± 0,0  3,7 ± 0,2 1,5 6,6 
Rha 6,8 ± 0,2 5,7 ± 1,0  5,1 ± 0,3 4,3 traces 
Fuc traces - - traces - 
Ara  32,0 ± 3,6  37,6 ± 0,5  4,0 ± 0,0 4,9       10,7 
Xyl traces - traces traces 1,2 
Man 2,0 ± 0,5 2,7 ± 1,4   3,8 ± 0,3 3,7 3,1 
Gal  26,9 ± 0,9  37,5 ± 0,9 61,1 ± 0,7 41,2 76,2 
Glc  27,8 ± 1,7  13,7 ± 0,9 22,0 ± 0,7 43,9 1,3 
Ausbeute  
in % (m/m) 
47,9 ± 5,2 45,5 ± 1,2 40,6 ± 1,4 69,4 11,0 
Ara/Gal 
in % (mol/mol) 
1:0,8 1:1,0 1:15,3 1:8,4 1:7,1 
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Eine Reduktion des Arabinosewertes wurde ebenfalls bei dem AGPOxal erwartet. Auch hier 
ist der Arabinosewert deutlich gesunken (-27,1%). Das Ara/Gal-Verhältnis änderte sich auf 
1:8,4. Die Ausbeute ist mit 69,4% auffällig hoch. 
Bei der Smith-Degradation sollen Monosaccharide mit vicinalen Hydroxylgruppen vollstän-
dig zersetzt werden. Das hydrolysierte Polysaccharid besteht hauptsächlich aus Galactose 
zeigt eine verringerte Menge an Rhamnose, Arabinose, und Glucose. Das Ara/Gal Verhält-
nis änderte sich auf 1:7,1. Die Ausbeute lag bei nur geringen 11,0%. 
 
3.1.3.9. Bindungstypanalyse  
Die Strukturanalytik der Monosaccharide mittels Methylierungsanalyse bietet die Möglich-
keit, über das grundlegende Verzweigungs- und Bindungstypmuster des Kohlenhydratan-
teils der AGPs aufzuklären. Mit Hilfe der Bindungstypanalyse nach Harries et al. (1984) 
konnten die Verknüpfungen einzelner Monosaccharide von dem AGPNativ, AGPUron, und von 
zwei partialhydrolysierten AGPs von Ginkgo biloba bestimmt werden. Weiterhin konnten 
die Monosaccharidzusammensetzungen der nativen AGPs von Ephedra distachya und 
Cycas revoluta analysiert werden.  
Wie bereits in der Methodik aufgeführt, wurden die entstandenen Massenspektren der 
permethylierten Alditolacetate (PMAAs) nach einer gaschromatographischen Auftrennung 
mit den vorhandenen Massenspektren der Arbeitskreisbibliothek verglichen. Kleinere Mas-
senpeaks mussten anhand der ermittelten Retentionszeit ausgewertet werden, da kein 
aussagekräftiges Massenspektrum vorlag. Übersichtshalber werden die Ergebnisse der na-
tiven AGPs von Ginkgo biloba, Ephedra distachya und Cycas revoluta mit denen der partial-
säurehydrolysierten AGPs von Ginkgo biloba nachfolgend getrennt dargestellt. 
 
Vergleichende Auswertung der Bindungstypanalyse der nativen AGPs der drei Gymnos-
permen 
 
Für die Bindungstypanalyse wurden die drei nativen AGPs der Bindungstypanalyse nach 
Harries et al. (1984) unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 dargestellt.  
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Tabelle 20: Neutralzuckerzusammensetzung (mol/mol%) der PMAAs der drei nativen Gymnospermen AGPs 
 
 
Nach der quantitativen Auswertung der PMAAs konnte gezeigt werden, dass die nativen 
AGPs der drei Gymnospermen aus den bereits aus Samenpflanzen bekannten typischen 
Monosaccharidbausteinen bestehen.  
Bindungstyp Gemittelte 
relative 
Retentions-
zeit 
Ginkgo 
biloba 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
Ephedra 
distachya 
AGP 2Nativ 
in % 
(mol/mol) 
Cycas 
revoluta 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
Arabinose Gesamt 
 
1-Araf 
1-Arap 
1,2-Araf 
1,3-Araf 
1,5-Araf 
 
 
0,200 
0,234 
0,290 
0,298 
0,338 
24,0 
 
7,9 
traces 
traces 
2,1 
12,2 
31,4 
 
26,6 
traces 
traces 
- 
3,6 
39,4 
 
20,9 
3,6 
1,4 
6,8 
6,7 
Rhamnose Gesamt 
 
1-Rhap/ 
3-O-Me-Rhap 
1,2-Rhap 
1,3-Rhap 
1,2,4-Rhap 
 
 
0,220 
 
0,321 
0,333 
0,458 
4,8 
 
3,1 
 
- 
traces 
traces 
11,9 
 
10,8 
 
- 
- 
1,1 
4,8 
 
4,3 
 
traces 
- 
- 
Glucose Gesamt 
 
1-Glcp 
 
 
0,358 
4,4 
 
4,4 
- 
 
- 
2,0 
 
2,0 
Galactose Gesamt 
 
1-Galp 
1,3-Galp 
1,4-Galp 
1,6-Galp 
1,3,6-Galp 
 
 
0,390 
0,520 
0,536 
0,609 
0,777 
62,2 
 
2,1 
2,6 
44,4 
1,3 
11,8 
55,1 
 
traces 
7,1 
5,0 
3,9 
38,2 
50,7 
 
2,0 
12,7 
1,1 
3,7 
31,2 
Mannose Gesamt 
 
1,6-Manp 
 
 
0,596 
1,5 
 
1,5 
1,6 
 
1,6 
1,6 
 
1,6 
Sonstige Gesamt 
 
1,3,4-Hexp (Gal) 
1,2,6-Hexp (Glc/Man) 
1,4,6-Hexp 
 
 
0,624 
0,668 
0,727 
3,1 
 
traces 
1,1 
1,3 
- 
 
- 
- 
- 
1,5 
 
1,5 
- 
- 
End: 
Verzweigung 
 
1:0,8 1:1,0 1:1,0 
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Im AGPNativ von Ginkgo biloba zeigt sich, dass pyranosidische Galactosebausteine mit 62,2% 
und furanosidische Arabinose mit 24,0% mengenmäßig am höchsten vertreten sind.  Das 
Grundgerüst besteht überwiegend aus 1,3-Galp mit einer Verzweigung an der Position 6. 
Der Gehalt von 11,8% lässt auf einen relativ geringen Verzweigungsgrad schließen. Auffällig 
ist der sehr hohe Gehalt der 1,4-Galp (44,4%). Bei beiden Monosacchariden handelt es sich 
um Epimere, wodurch das Trennverhalten der Peaks nahezu identisch ist.  Um zu differen-
zieren, ob es sich um 1,4-Galp oder 1,4-Glcp handelt, wurde ein modifiziertes Temperatur-
programm durchlaufen (2.2.3.8.), um die beiden Peaks voneinander trennen zu können. 
Die Auftrennung beider Peaks sowie die Analyse des Massenspektrums der 1,4-Galp sind 
in der folgenden Abbildung 27 dargestellt. Die Auswertung im Vergleich mit der bekannten 
Probe Citruspektin bestätigte, dass es sich um 1,4-Galp handelt (siehe Abbildung 27). 
 
 
 
 
Abbildung 27: Massenspektrometrische Analyse des 1,4-Galp-Peaks aus dem nativen AGP von Ginkgo biloba. 
Der blaue Peak zeigt die 1,4-Galp der Positivprobe Citruspektin.  
Der grüne Peak zeigt die 1,4-Glcp der AGP-Vergleichsprobe Zostera marina. 
 
1,4-Galp 
1,4-Glcp 
Massenspektrum der 1,4-Galp 
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Die 1,4-Galp-Einheiten können mit der 1,3,6-Galp in der Hauptkette verknüpft sein oder 
den Hauptteil der Seitenketten ausbilden. In den Seitenketten kommen zusätzlich 1,5-Araf 
(12,2%) und 1,3-Araf (2,1%). Als terminale Endgruppen liegen 1-Araf (7,9%), 1-Glcp (4,4%) 
bzw. 1-GlcAp sowie 1-Rhap (3,1%) vor, welche in der Methylierungsanalyse nicht von der 
terminalen 3-O-Me-Rhap unterschieden werden kann. Sehr auffällig ist die Abnahme des 
Gesamtglucosegehaltes (-23,4%) im Vergleich zur Acetylierung (3.1.3.3.). Durch die Me-
thode können die noch gebundenen glucosehaltigen Yariv-Bruchstücke vom AGP abge-
trennt worden sein.  
Da sowohl die Strukturmerkmale eines Typ I AGs und eines Typ II AGs vorhanden sind, liegt 
die Vermutung nahe, dass bei diesem AGP beide AG-Typen vorhanden sind. 
Das AGP von Ephedra distachya besteht im Grundgerüst ebenfalls aus Galactose- (55,1%) 
und Arabinosebausteinen (31,4%). Der Gehalt von 38,2% der 1,3-Galp mit einer Verknüp-
fung an Position 6 lässt auf einen hohen Verzweigungsgrad schließen. Die 1,3,6-Galp kann 
teilweise mit 1,3-Galp (7,1%) verknüpft sein. Die Seitenketten werden durch 1,4-Galp 
(5,0%) und 1,6-Galp (3,9%) gebildet. Als terminale Endgruppen kommen eine auffällig hohe 
Menge an 1-Araf (26,6%) sowie 1-Rhap bzw. 3-O-Me-Rhap (10,8%) vor. Bei diesem AGP von 
Ephedra distachya handelt es sich überwiegend um AGs vom Typ II. 
Das Rückgrat des AGPs von Cycas revoluta wird ebenfalls aus 1,3,6-Galp (31,2%) mit einem 
hohen Verzweigungsgrad gebildet, die auch hier mit 1,3-Galp (12,7%) verknüpft sein kön-
nen. Die Seitenketten werden überwiegend von 1,5-Araf (6,7%), 1,3-Araf (5,8%) sowie 1,6-
Galp (3,7%) gebildet. Als terminale Endgruppen kommen 1-Araf (20,9%), 1-Rhap (4,3%), 1-
Arap (3,6%), 1-Galp (2,0%) und 1-Glcp bzw. 1-GlcAp (2,0%) vor. Da hier 1,4-verknüpfte Galp 
vollständig fehlt, besitzt das AGP von Cycas ausschließlich AGs vom Typ II. 
Das Verhältnis von Endgruppen zu Verzweigungen beträgt bei dem nativen Ginkgo biloba-
AGP 1:0,8, welches ungewöhnlich ist, da normalerweise eine verringerte Konzentration von 
Endgruppen zu beobachten ist, die teilweise durch die Stickstoffbegasung verloren gehen 
können. Die AGPs von Ephedra distachya und Cycas revoluta zeigen hierzu ein optimales 
Verhältnis von 1:1,0. 
Nachfolgend werden die Ergebnisse der Acetylierung mit der Methylierung der relevantes-
ten Monosaccharide Arabinose und Galactose sowie die Gesamtmengen von Desoxyhexo-
sen, Pentosen und Hexosen verglichen (siehe Tabelle 21). 
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Tabelle 21: Vergleich der Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der Acetylierungs- (Acetyl.) mit 
der Methylierungsanalyse (Methyl.) der drei Gymnospermen-AGPs 
Mono- 
saccharide 
Ginkgo biloba 
AGPNativ 
in % (mol/mol) 
Ephedra distachya 
AGP 2Nativ 
in % (mol/mol) 
Cycas revoluta 
AGPNativ 
in % (mol/mol) 
 Acetyl. Methyl. Acetyl. Methyl. Acetyl. Methyl. 
Ara Gesamt 32,0 24,0 36,0 31,4 46,6 39,4 
Gal Gesamt 26,9 62,2 47,9 55,1 40,2 50,7 
Ara/Gal 1:0,8 1:2,6 1:1,3 1: 1,8 1:0,9 1:1,3 
Desoxy- 
hexosen 
10,6 4,8 10,7 11,9 9,6 4,8 
Pentosen 32,7 24,0 36,3 31,4 46,6 39,4 
Hexosen 56,7 71,2 53,0 56,7 43,8 55,8 
 
 
Die Monosaccharidzusammensetzungen der AGPs zeigen deutliche Abweichungen in der 
Acetylierung im Vergleich zur Methylierung. Dieses liegt in einer möglichen Untermethyl-
ierung einzelner Monosaccharide in der Probe begründet, zudem gehen insbesondere die 
terminalen furanosidischen Arabinosen während der Begasung der Methylierung leicht 
verloren, welches bei allen drei nativen AGP-Proben zu beobachten ist. Es kommt durch die 
prozentuale Umverteilung zu einer mengenmäßigen Erhöhung der jeweiligen Galactose-
konzentrationen und damit zu einer Änderung des Ara/Gal Verhältnisses. Es gilt hierbei zu 
berücksichtigen, dass anstatt der absoluten Werte die relativen Werte angegeben sind. 
Nachfolgend sind die Gaschromatogramme der PMAAs in Abbildung 28 dargestellt. 
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Abbildung 28: Gaschromatogramme der PMAAS der nativen Gymnospermen-AGPs 
A: Ginkgo biloba AGPNativ, B: Ephedra distachya AGPNativ, C: Cycas revoluta AGPNativ 
A 
B 
C 
 
Ergebnisse 
82 
 
Vergleichende Auswertung der Bindungstypanalyse der partialhydrolysierten AGPs von  
Ginkgo biloba 
 
Für die Bindungstypanalyse wurde das native AGP (AGPNativ), das uronsäurereduzierte AGP 
(AGPUron), das Oxalsäure hydrolysierte (AGPOxal) und das Smith-degradierte AGP eingesetzt. 
Eine Auswertung der Smith-Degradation war nicht möglich, da das Grundgerüst des AGPs 
bei dieser Methode nahezu vollständig zerstört worden ist (Abbildung 29). Das AGPAlk 
wurde zwei Mal dieser Methode unterzogen, jedoch konnten bei beiden Durchführungen 
keine Ergebnisse erzielt werden, da der Grad der Untermethylierung zu hoch war. Die Zu-
sammensetzung des nativen AGPs wird zum direkten Vergleich noch einmal dargestellt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 22 gezeigt. 
 
Tabelle 22: Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der PMAAs des nativen AGPs, des uronsäurere-
duzierten AGPs und des Oxalsäure hydrolysierten AGPs von Ginkgo biloba 
Bindungstyp Gemit-
telte 
relative 
Retenti-
onszeit 
AGPNativ 
in % 
(mol/mol) 
AGPUron 
in % 
(mol/mol) 
AGPOxal 
in % 
(mol/mol) 
Arabinose Gesamt 
 
1-Araf 
1-Arap 
1,2-Araf 
1,3-Araf 
1,5-Araf 
 
 
0,199 
0,232 
0,288 
0,298 
0,336 
24,0 
 
7,9 
traces 
traces 
2,1 
12,2 
17,0 
 
10,8 
traces 
0,3 
1,6 
3,9 
5,2 
 
2,3 
- 
- 
- 
2,8 
Rhamnose Gesamt 
 
1-Rhap/ 
3-O-Me-Rhap 
1,2-Rhap 
1,4-Rhap 
1,3-Rhap 
1,2,4-Rhap 
 
 
0,219 
 
0,321 
0,327 
0,333 
0,455 
4,8 
 
3,1 
 
- 
- 
traces 
traces 
5,9 
 
4,4 
 
0,4 
0,4 
- 
traces 
3,6 
 
3,2 
 
- 
0,4 
- 
- 
Glucose Gesamt 
 
1-Glcp/ 
1-GlcAp 
 
 
0,359 
 
4,4 
 
4,4 
 
1,5 
 
1,5 
 
3,0 
 
3,0 
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Beim AGPUron wurde erwartet, dass es zu einer Zunahme der 1-Glcp kommt, da terminale 
Glucuronsäuren, wie sie häufig in AGPs vorkommen, nach deren Reduktion als 1-Glcp vor-
liegen und es damit zu einer Gesamtmengenerhöhung kommen sollte. Dies war allerdings 
nicht der Fall, so dass durch diese Methode keine Aussage über einen möglichen Uronsäu-
regehalt getroffen werden kann.  
Beim AGPOxal wurden die endständigen furanosidischen Arabinosen abgespalten, welches 
sich im gesunkenen Gesamtarabinosegehalt zeigt (-18,8%). Der Gehalt der 1,6-Galp ist 
deutlich im Vergleich zum nativen AGP angestiegen (+7,2%), welches die Vermutung zu-
lässt, dass sich Arabinosen an Position 3 der 1,3,6-Galp befinden. Alle anderen Monosac-
charide weisen eine ähnlich prozentuale Zusammensetzung wie das native AGP auf.  
Alle AGPs zeigten ein Verhältnis der Endgruppen zu Verzweigungen von ca. 1:0,8 und 
spricht für eine leichte Untermethylierung von Monosacchariden. Es ist auffällig, dass die 
Menge der Verzweigungspunkte geringer ist, da normalerweise Endgruppen, wie bereits 
beschrieben, insbesondere die Arabinosen bei der Begasung verloren gehen können. Zum 
Galactose Gesamt 
 
1-Galp 
1,3-Galp 
1,4-Galp 
1,6-Galp 
1,3,6-Galp 
 
 
0,389 
0,519 
0,534 
0,608 
0,776 
62,2 
 
2,1 
2,6 
44,4 
1,3 
11,8 
68,5 
 
traces 
5,1 
46,0 
1,2 
15,6 
82,6 
 
1,7 
2,6 
59,7 
8,5 
10,1 
Mannose Gesamt 
 
1,6-Manp 
 
 
0,596 
1,5 
 
1,5 
0,9 
 
traces 
0,4 
 
traces 
Xylose Gesamt 
 
1,3,4-Xylp 
 
 
0,510 
- 
 
- 
0,5 
 
traces 
- 
 
- 
Sonstige Gesamt 
 
1,3,4-Hexp (Gal) 
1,3,4-Hexp (Glc) 
1,2,3-Hexp 
1,2,6-Hexp (Glc/Man) 
1,4,6-Hexp (Glc) 
1,4,6-Hexp (Gal) 
 
 
0,625 
0,641 
0,644 
0,771 
0,728 
0,743 
3,1 
 
traces 
- 
 
1,1 
1,3 
- 
5,7 
 
traces 
1,5 
- 
traces 
2,5 
traces 
5,2 
 
traces 
- 
1,4 
1,1 
2,4 
- 
End: 
Verzweigung 
 
1:0,8 1:0,8 1:0,7 
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direkten Vergleich sind die relevanten Monosaccharide Arabinose und Galactose aus der 
Acetylierung mit denen aus der Methylierung aufgezeigt (siehe Tabelle 23). 
 
Tabelle 23: Vergleich der Neutralzuckerzusammensetzungen (mol/mol%) der Acetylierungs (Acetyl.) mit der 
Methylierungsanalyse (Methyl.) des nativen AGPs, des uronsäurereduzierten AGPs und des Oxalsäure  
hydrolysierten AGPs von Ginkgo biloba 
Monosaccharide Ginkgo biloba 
AGPNativ 
in % (mol/mol) 
Ginkgo biloba 
AGPUron 
in % (mol/mol) 
Ginkgo biloba 
AGPOxal 
in % (mol/mol) 
 Acetyl. Methyl. Acetyl. Methyl. Acetyl. Methyl. 
Ara Gesamt 32,0 24,0 23,9 17,0 4,3 5,2 
Gal Gesamt 26,9 62,2 32,4 68,5 41,1 82,6 
Ara/Gal 1:0,8 1:2,6 1:1,4 1:6,3 1:8,4 1:15,9 
Desoxyhexosen 10,7 4,8 7,2 5,9 5,9 3,6 
Pentosen 32,7 24,0 24,5 17,0 5,3 5,2 
Hexosen 56,7 71,2 68,3 77,1 88,8 91,2 
 
 
Der Gesamtarabinosegehalt ist im Vergleich vom nativen zum uronsäurereduzierten AGP 
deutlich abgesunken, welches für einen Verlust der Arabinosen während der Begasung 
sprechen könnte. Der Glucosewert ist bei allen drei AGPs deutlich gesunken. Wie bereits 
aufgeführt, können durch die umfangreiche Methode der Bindungstypanalyse die noch ge-
bundenen Glucoseeinheiten des Yariv-Reagenzes zerstört bzw. entfernt worden sein. Wie 
auch bei den anderen Gymnospermen-AGPs kommt es durch den Verlust der Arabinosen 
und insbesondere der Glucose zu einer prozentualen Umverteilung und damit zu einem 
deutlich prozentualen Anstieg der Galactose in allen drei Ginkgo biloba Proben sowie zu 
einer Änderung des Ara/Gal Verhältnisses. Auch hier wurden die relativen Werte angege-
ben. Nachfolgend sind die Gaschromatogramme der partialhydrolysierten AGPs dargestellt 
(siehe Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Gaschromatogramme der PMAAs der partialhydrolysierten Ginkgo biloba AGPs  
A: Uronsäurereduziertes AGP, B: Oxalsäure hydrolysiertes AGP, C: Smith-degradiertes AGP 
A 
B 
C 
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3.1.4. Charakterisierung des Proteinanteils 
3.1.4.1. Gehaltsbestimmung von Hydroxyprolin in den AGPs 
 
Durch das nach der Reaktion entstandene Farbprodukt konnte eine photometrische Mes-
sung erfolgen. Für die Gehaltsbestimmung des Hydroxyprolins der drei nativen Gymnos-
permen-AGPs wurde folgende Kalibriergerade verwendet (siehe Abbildung 30). Hier wurde 
eine Zweifachbestimmung durchgeführt.  
 
 
 
 
Abbildung 30: Kalibriergerade zur Hydroxyprolinbestimmung der drei nativen Gymnospermen-AGPs 
 
 
Für die Gehaltsbestimmung des Hydroxyprolins vom alkalisch hydrolysierten Ginkgo biloba 
AGP wurde folgende Kalibriergerade verwendet (siehe Abbildung 31). Hier wurde eine Drei-
fachbestimmung durchgeführt. 
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Abbildung 31: Kalibriergerade zur Hydroxyprolinbestimmung des alkalisch hydrolysierten Ginkgo biloba 
AGPs 
 
 
Mithilfe der gemittelten Absorptionen der Proben und der Kalibriergeraden konnten die 
Hydroxyprolinkonzentrationen errechnet werden, mit welchen der Hydroxyprolingehalt 
auf die Einwaage zurückgerechnet werden konnte (siehe Tabelle 24). Die Standardabwei-
chungen der Absorptionswerte waren mit Werten zwischen 0,001 - 0,017 so gering, dass 
diese nicht aufgeführt werden. 
 
  
Tabelle 24: Konzentration (m/m%) von Hydroxyprolin in den drei Gymnospermen-AGPs 
Probe Ein-
waage 
[mg] 
Mittlere 
Absorption 
Konzentration 
in % 
(m/m) 
Ginkgo biloba 
AGPNativ 
7,25 0,448 0,49 
Ginkgo biloba 
AGPAlk 
5,43 0,334 0,32 
Ephedra distachya 
AGP 1Nativ 
3,12 0,641 0,71 
Cycas revoluta 
AGPNativ 
6,35 0,521 1,14 
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Der Gehalt von Hydroxyprolin liegt im AGP von Cycas revoluta bei 1,14%, im AGP von 
Ephedra distachya bei 0,71% und beim Ginkgo biloba AGP bei 0,49%.  
Bei der alkalischen Hydrolyse wird der Proteinteil des AGPs zerstört und es verbleibt die 
Aminosäure für die Bindung am AGP erhalten. Mit Hilfe der Hydroxyprolinbestimmung 
konnte im alkalisch hydrolysierten Ginkgo biloba AGP ein Hydroxyprolingehalt von 0,32% 
nachgewiesen werden. Dieses belegt, dass Hydroxyprolin für die Bindung des Kohlenhyd-
rat- mit dem Proteinteil in diesem AGP verantwortlich ist. 
 
3.1.4.2. Elementaranalyse 
 
Mit Hilfe der Elementaranalyse konnte der Gehalt von Stickstoff (N), Kohlenstoff (C), Was-
serstoff (H) und Schwefel (S) bestimmt werden. Der Stickstoffgehalt diente hierbei zur Be-
rechnung des Proteingehaltes, welcher nach Kieldahl mit dem Faktor 6,25 multipliziert 
wird. Für die nativen AGPs der drei Gymnospermen konnten folgende Werte ermittelt wer-
den (siehe Tabelle 25). 
 
Tabelle 25: Ergebnisse der Elementaranalyse der drei nativen Gymnospermen-AGPs 
Probe 
N 
in % 
(m/m) 
C 
in % 
(m/m) 
H 
in % 
(m/m) 
S 
in % 
(m/m) 
 
Protein-      
gehalt in % 
(m/m) 
Verhält-
nis 
C zu H 
Ginkgo biloba 
AGPNativ 
1,15 40,10 6,82 1,19 7,19 1:2,040 
Ephedra  
distachya 
AGP 1Nativ 
1,19 37,86 6,69 2,22 7,44 1:2,121 
Cycas revoluta 
AGPNativ 
0,81 25,04 4,83 3,62 5,06 1:2,317 
 
 
Sauerstoff, Kohlenstoff und Wasserstoff bilden die Hauptbestandteile, da die AGPs zu 90% 
aus einem Kohlenhydratanteil bestehen. Für die Bestimmung des Proteingehaltes konnte 
für das Ginkgo biloba AGP ein Wert von 7,19%, für das Ephedra distachya AGP 1 7,44% und 
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für das Cycas revoluta AGP 5,06% errechnet werden. Da der Proteingehalt des AGPs maxi-
mal ca. 10% ausmacht, befinden sich alle drei Werte im entsprechenden Bereich der Sa-
menpflanzen (Nothnagel, 1997). Über eine Umrechnung des Kohlenhydrat- und Wasser-
stoffanteils von Massenprozent in Molprozent konnte ein AGP typisches Verhältinis von 1:2 
aller drei AGPs errechnet werden. 
Der geringe Schwefelgehalt kann durch das Vorhandensein von Dithionitbruchstücken, 
welches zur Trennung des Yariv-AGP-Komplexes eingesetzt wurde und/oder durch das Vor-
kommen von schwefelatomhaltigen Aminosäuren wie Cystein und/oder Methionin be-
gründet werden. 
 
3.1.5. Isolierung weiterer Polysaccharide aus Ginkgo biloba 
3.1.5.1. Ausbeuten der Extrakte 
Aus dem nach der Wasserextraktion anfallenden getrockneten Presskuchen von Ginkgo bi-
loba konnten aus eingesetzten 10 g insgesamt vier Fraktionen mit unterschiedlicher Aus-
beute gewonnen werden (siehe Tabelle 26). Für den vorherig duchgeführten Isolierungvor-
gang wurden ca 89 g an Trockenmasse eingesetzt. 
 
Tabelle 26: Auswaagen von vier Extrakten aus dem Presskuchen von Ginkgo biloba 
Fraktion Auswaage 
[mg] 
% bezogen auf den 
eingesetzten 
Presskuchen 
% bezogen auf 
gesamte einge-
setzte getrocknete 
Einwaage 
(NH4)2 C2O4 636,81 6,37 5,65 
HCl 328,23 3,28 2,91 
Na2CO3 818,25 8,18 7,26 
KOH 1 902,19 19,02 16,89 
 
 
Die KOH-Extraktion ergab bei den vier Extraktionen den größten Anteil (19,02%). Die drei 
anderen Extraktionen lagen jeweils unter 10%, die Menge der HCl-Fraktion war am gerings-
ten (3,28%). Der restlich anfallende Teil beläuft sich auf 63,15%, welcher überwiegend aus 
Cellulose bestehen dürfte.  
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3.1.5.2. Neutralzuckeranalyse der Extrakte  
Die Ergebnisse der Neutralzuckeranalytik sind nachfolgend tabellarisch aufgelistet  
(siehe Tabelle 27). 
 
 
Tabelle 27: Neutralzuckerzusammensetzungen der vier Extrakte aus dem Presskuchen von 
Ginkgo biloba 
Mono-    
saccharide 
HMF 
Fraktion 
In % 
(mol/mol) 
n=3 
(NH4)2 C2O4 
Fraktion 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
HCl 
Fraktion 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
Na2CO3 
Fraktion 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
KOH 
Fraktion 
in % 
(mol/mol) 
n=3 
3-O-Me-
Rha 
1,5 ± 1,1 1,0 ± 1,1 - traces - 
Rha 18,5 ± 1,5 12,7 ± 1,7 1,3 ± 0,3 3,3 ± 0,6 traces 
Fuc - - traces traces traces 
Ara 17,0 ± 1,7 41,9 ± 5,5 28,6 ± 5,4 29,3 ± 3,1 8,5 ± 0,9 
Xyl 3,2 ± 0,5 - traces 1,6 ± 0,7 3,3 ± 0,3 
Man 20,3 ± 1,0 3,7 ± 0,3 1,1 ± 0,1 traces - 
Gal 15,8 ± 0,4 5,2 ± 0,9 3,1 ± 0,2 3,7 ± 0,2 1,4 ± 0,1 
Glc 23,7 ± 3,4 35,5 ± 6,6 64,6 ± 5,6 61,6 ± 3,7 86,0 ± 3,1 
Ausbeute  
in % (m/m) 
17,0 ± 0,1 44,5 ± 4,8 61,0 ± 2,6 52,0 ± 11,0 62,2 ± 3,1 
 
 
Zur vergleichenden Ansicht sind die Ergebnisse als Balkendiagramm dargestellt  
(siehe Abbildung 32). 
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In dem Ammoniumoxalatextrakt bilden Arabinose (41,9%), Glucose (35,5%) und Rhamnose 
(12,7%) die Hauptmonosaccharide. In geringer Konzentration konnte Galactose (5,2%) und 
Mannose (3,7%) nachgewiesen werden. Die HCl- sowie die Natriumcarbonatfraktion beste-
hen überwiegend aus Arabinose (gemittelt ca. 29%) sowie Glucose (gemittelt ca. 63,1%) 
und zeigen damit sehr ähnliche Konzentrationen. Galactose und Rhamnose kommen in ge-
ringer Konzentration unter 5% vor. Die KOH-Fraktion besteht überwiegend nur noch aus 
Glucose (86%). Der Arabinosegehalt ist deutlich gesunken (8,5%). Diese Fraktion zeigt den 
höchsten Gehalt an Xylose (3,3%). Galactose kommt in sehr geringer Menge vor (1,4%). 
Die Ausbeute aller vier Fraktionen liegt zwischen ca. 45% und ca. 62%. Die teilweise hohen 
Standardabweichungen lassen sich dadurch erklären, dass eine homogene Verteilung 
durch Vermischen der Probe nicht möglich war, da die Fraktionen nach der Trocknung eine 
sehr feste watteartige Konsistenz aufwiesen. 
 
 
Abbildung 32: Konzentrationen (mol/mol%) der Monosaccharide der fünf Extraktions-Fraktionen 
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3.1.5.3. Kolorimetrische Bestimmung von Uronsäuren der Extrakte  
Die kolorimetrische Bestimmung wurde zur Bestimmung der Uronsäuren der vier unter-
schiedlichen Extrakte genutzt. Nachfolgend ist die Kalibriergerade abgebildet, welche zur 
prozentualen Gehaltsbestimmung der Fraktionsproben genutzt wurde (siehe Abbildung 
33). 
 
Abbildung 33: Kalibriergerade zur Uronsäurebestimmung der vier Extrakte aus dem Presskuchen von 
Ginkgo biloba 
 
Damit konnten folgende Gehälter mittels Zweifachbestimmung ermittelt werden (siehe Ta-
belle 28). 
 
Tabelle 28: Gehalt der Uronsäuren von vier Extrakten aus dem Presskuchen von Ginkgo biloba 
Fraktion Einwaage 
[mg] 
Uronsäuregehalt 
in % (m/m) 
(NH4)2 C2O4 2,4 36,7 
HCl 2,2 12,9 
Na2CO3 3,0 3,9 
KOH 2,1 1,8 
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Der Gehalt der (NH4)2 C2O4-Fraktion war mit Abstand von 36,7% am höchsten. Der Gehalt 
der HCl-Fraktion lag bei 12,9%, bei der Na2CO3 –Fraktion bei 3,9% und bei der KOH-Fraktion 
bei 1,8%.  Ein hoher Gehalt an Gesamturonsäuren könnte auf eine hohe Pektinkonzentra-
tion hinweisen. 
 
3.1.6. Größenausschlusschromatographie mit Multi-Angle Laser Light 
Scattering (SEC-MALLS) 
 
Mittels SEC-MALLS wurde eine Molekulargewichtsbestimmung bzw. eine Bestimmung des 
hydrodynamischen Volumens verschiedener AGP-Proben durchgeführt. Da die Methode 
der Molekulargewichtsbestimmung über den MALLS eine Absolutmessung ist, werden hier-
für keine Standards benötigt. Das hydrodynamische Volumen ist von verschiedenen Fakto-
ren wie Molekulargewicht, Ladung und Verzweigungsgrad abhängig, daher kommt es bei 
der Auftrennung zu unterschiedlichen Retentionszeiten. Das hydrodynamische Volumen 
der AGP-Proben wurde über eine Kalibriergerade von drei Pullulanstandards mit bekann-
ten Molekulargwichten von 20 kDa, 200 kDa und 800 kDa bestimmt (y=23427e-0,208x, R2= 
0,9819).  
 
3.1.6.1. Molekulargewichtsbestimmung 
Nachfolgend sind die Chromatogramme der einzelnen AGP-Proben sowie die ermittelten 
Molekulargewichte mit den Massenanteilen dargestellt (siehe Abbildung 34). 
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Für die Auswertung des AGP-Molekulargewichtes wurde für jede Probe nur der zweite Peak 
herangezogen, da sich das ermittelte Molekulargewicht in dem für AGP typisch liegenden 
Molekulargewichtsbereich befindet. Ausnahme ist das native AGP von Ginkgo biloba. Bei 
dem ersten Peak aller Proben handelt es sich sehr wahrscheinlich um Aggregate, welches 
deutlich im Vergleich zu den AGPs an den sehr großen Molekulargewichten zu erkennen 
A 
F 
Abbildung 34: GPC-Chromatogramme der nativen Gymnospermen-AGPs und der partialhydrolysierten 
Ginkgo biloba AGPs. A: Ginkgo biloba AGPNativ, B: Ephedra distachya AGPNativ, C: Cycas revoluta AGPNativ, D: 
Ginkgo biloba AGPOxal, E: Ginkgo biloba AGPAlk, F: Ginkgo biloba AGPAlk/TFA 0,2 
Rot: Signal des MALLS; Blau: Signal des RI-Detektors 
B 
C D 
E F 
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ist. Bei den dritten Peaks handelt es sich sehr wahrscheinlich um Salzpeaks oder um Verun-
reinigungen der AGPs, wie z.B. oligomere Zucker. Für eine Mengenabschätzung der drei 
Peaks wurde das konzentrationsabhängige RI-Signal zur Auswertung genutzt, da der 
MALLS-Detektor konzentrationsunabhängig sensibler auf große Moleküle reagiert, welches 
sich in den hohen Unwahrscheinlichkeiten der Molekulargewichte der dritten Peaks zeigt. 
Wie bereits oben aufgeführt, wurde das hydrodynamische Volumen über eine Kalibrierge-
rade von drei Pullulanstandards errechnet, deren Molekulargewicht vorlagen.  
Sehr auffällig ist das große Molekulargewicht des Ginkgo bilobas AGPs mit einer Größe von 
520,4 kDa (hydrodynamisches Volumen: 58,0 kDa). Das Molekulargewicht des Ephedra dis-
tachya AGPs beträgt 132,6 kDa (hydrodynamisches Volumen: 47,5 kDa) und jenes des 
Cycas revoluta AGPs 180,9 kDa (hydrodynamisches Volumen: 77,6 kDa). Damit liegen die 
Molekulargewichte im typischen Größenbereich für AGPs. Diese Ergebnisse lassen schluss-
folgern, dass die AGPs im Vergleich der absoluten Molekulargewichte im Vergleich zum 
geringeren hydrodynamischen Volumen eine verzweigte Struktur aufweisen. 
Das AGPOxal von Ginkgo biloba besitzt mit einer prozentualen Abnahme von -75,0% im Ver-
gleich zum nativen AGP ein Molekulargewicht von 129,9 kDa (hydrodynamisches Volumen: 
10,2 kDa), das AGPAlk mit einer Abnahme von -68,6% ein Molekulargewicht von 163,5 kDa 
(hydrodynamisches Volumen: 43,8 kDa) und das AGPAlk/TFA 0,2 mit einer Abnahme von -
96,2% ein absolutes Molekulargewicht von 19,9 kDa (hydrodynamisches Volumen: 8,6 
kDa).   
Wie erwartet, wurden die Molekulargewichte der chemisch behandelten AGPs im Ver-
gleich zum nativen AGP in Abhängigkeit der genutzten Methode deutlich kleiner. Das hyd-
rodynamische Volumen ist dabei weiterhin im Vergleich zum absoluten Molekulargewicht 
gering geblieben. Hieraus lässt sich schlussfolgern, dass trotz der Abspaltungsprozesse das 
Molekül weiterhin verzweigt geblieben ist.  
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3.2. Bindung von AGPs an Antikörper und Interaktionsstudien mit 
humanen Galektinen 
3.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Um zu überprüfen, welche Epitope die AGPs von Ginkgo biloba, Ephedra distachya und 
Cycas revoluta aufweisen, wurden mehrere indirekte ELISAs mit unterschiedlichen mono-
klonalen Antikörpern durchgeführt. Für die Versuche wurden die Antikörper JIM 13, MAC 
207 und KM 1 eingesetzt, bei welchen es sich um Antikörper handelt, die typische AGPs der 
Angiospermen erkennen. Die Antikörper LM 2 und LM 6 erkennen typische Bausteine von 
Angiospermen AGPs. Da das Ginkgo-AGP einzigartige AG-Strukturmerkmale vom Typ I auf-
weist, wurden zur Überprüfung die Antikörper LM 5 und LM 26 eingesetzt.  Um eine mög-
lichst große Vielfalt AGPs zu testen, wurden zusätzlich das AGPOxal, das AGPAlk/TFA 0,2 sowie 
das AGPUron von Ginkgo biloba eingesetzt. Als Positivprobe wurde bei dem indirekten ELISA 
mit dem Antikörper KM 1 das AGP aus dem gewonnenen Presssaft von Echinacea purpurea 
eingesetzt (Classen et al., 2004).   
Je Platte wurde eine Konzentrationsreihe von 2,5 µg/ml bis 50 µg/ml erstellt. Nach Zugabe 
des Substrates Nitrophenylphosphat entstand ein Farbkomplex, welcher bei 558 nm pho-
tometrisch vermessen werden konnte. Abhängig von der Plattenkapazität wurde eine Drei-
fachbestimmung der Absorptionswerte ermittelt, wobei von diesen der gemittelte Blind-
wert abgezogen wurde. Die Konzentration 0 µg/ml zeigt den ermittelten Blindwert der je-
weiligen Messung. 
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3.2.1.1. ELISA-Versuche mit den Gymnospermen-AGPs 
Nachfolgend sind die Diagramme (siehe Abbildung 35) der Reaktivitäten der genutzten An-
tikörper abgebildet, welche mit den eingesetzten AGPs ermittelt werden konnten. 
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Abbildung 35: ELISA-Diagramme über die Reaktivität der genutzen Antikörper 1 
A: JIM 13, B: MAC 207, C: LM 26 und D: KM 1  
AGPs: GB AGP: Ginkgo biloba AGP, CR AGP: Cycas revoluta AGP, ED AGP: Ephedra distachya AGP,  
GB Oxal: Oxalsäure hydrolysiertes Ginkgo biloba AGP, EP AGP: Echinacea purpurea AGP (Presssaft) 
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JIM 13 (Epitop: β-D-GlcAp-(1→3)-α-D-GalAp-(1→2)-α-L-Rha) 
Der Antikörper JIM 13, der zahlreiche typische AGPs erkennt, zeigt die höchste Reaktivität 
zu dem Cycas revoluta AGP, obwohl die kolorimetrische Uronsäurebestimmung mit 6,6% 
(m/m) den niedrigsten Gehalt aller eingesetzten nativen Gymnospermen-AGPs aufweist. 
Die AGPs von Ginkgo biloba und Ephedra distachya weisen ähnliche Absorptionswerte auf, 
das Ginkgo biloba AGPOxal die geringsten. Bei letzterem wurde aufgrund der Abspaltung von 
Arabinosen eine deutlich stärkere Absorption erwartet. Der Gehalt an Uronsäuren scheint 
hierbei keinen Einfluss auf die Reaktivtät von JIM 13 zu haben. Andere Faktoren wie eine 
sterische Hinderung durch einen niedrigen Verzweigungsgrad müssen hierbei ebenso in 
Betracht gezogen werden. 
 
MAC 207 (Epitop: β-D-GlcAp-(1→3)-α-D-GalAp-(1→2)-α-L-Rha) 
Der Antikörper MAC 207, ebenfalls ein AGP typischer AGP-Antikörper zeigt zunächst bei 
allen AGPs einen Anstieg und ab ca. 5 bis 10 µg/ml einen leichten Abfall. Das Ginkgo biloba 
AGP zeigt die höchsten Absorptionswerte, das Ginkgo biloba AGPOxal leicht niedrigere. Die 
AGPs von Cycas revoluta und Ephedra distachya zeigen die geringsten Absorptionswerte, 
wobei bei diesen zusätzlich der stärkste Abfall ab 5 µg/ml zu beobachten ist. Laut Literatur-
angaben sollen sowohl JIM 13 als auch MAC 207 an die gleichen Epitope binden, was jedoch 
aufgrund der unterschiedlichen Reaktivitäten zu den eingesetzten AGPs nicht bestätigt 
werden konnte.  
 
KM 1 (Epitope: (1→6)-β-D-Galp Einheiten in AGs Typ II) 
Die geringe Konzentration von 1,6-Galp zeigt sich in einer kaum vorhandenen Bindungsaf-
finität von KM 1 zu allen drei nativen AGPs. Das AGP von Echinacea purpurea zeigt wie 
erwartet einen gleichmäßigen Anstieg der Absorptionswerte. 
 
LM 26 (Epitop: (1,6-Gal)-Verknüpfung in (1,4-Gal)-β-D-Galactan) 
Aufgrund der hohen Mengen an 1,4-verknüpfter Galactose im Ginkgo-AGP wurde der An-
tikörper LM 26 getestet. Reaktivität abhängig vom Gehalt an 1,4-Galp. Die Reaktivität ist 
besonders hoch bei dem Ginkgo biloba AGPOxal. 
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3.2.1.2. ELISA-Versuche mit dem nativen und den behandelten Ginkgo-
AGPs 
 
Nachfolgend sind die Diagramme der Reaktivitäten von unterschiedlichen Antikörpern mit 
diversen Ginkgo biloba AGPs dargestellt (siehe Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Diagramme über die Reaktivität der genutzen Antikörper 2 
Antikörper: LM 2, LM 5, LM 6, LM 26 und KM 1 mit unterschiedlichen Ginkgo AGP-Proben 
AGPs: GB AGP: Ginkgo biloba AGP, GB Oxal: Oxalsäure hydrolysiertes Ginkgo biloba AGP, GB Uron: Uronsäu-
rereduziertes Ginkgo biloba AGP, GB Alk/TFA: Alkalisch/TFA 0,2 hydrolysiertes Ginkgo biloba AGP, EPP AGP: 
Echinacea purpurea AGP (Presssaft) 
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LM 2 (Epitop: (1→6)-β-D-Galp Einheiten mit terminaler ß-D-GlcAp im AGP 
Die Reaktivität von LM 2 zeigt sich mäßig stark. Die Bindung bestätigt das Vorhandensein 
von Glucuronsäure-haltigen Epitopen. 
 
LM 5 (Epitop: [(1→4)-β-D-Gal]3) 
Die Bindungsaffinität von LM 5 bestätigt das Vorkommen von 1,4-Galp aus der Bindungs-
typanalyse, welches jedoch möglicherweise aufgrund von sterischen Hinderungen geringer 
als erwartet ausfiel. LM 5 zeigt die höchste Reaktivität zu dem nativen Ginkgo biloba AGP, 
bei welchem die Absorptionswerte bei steigender Epitopenkonzentration ansteigen. Das 
AGPUron zeigt eine ungleichmäßige Steigung der Absorptionswerte. Das AGPOxal zeigt hinge-
gen der Erwartungen ab einer Konzentration von 10 µg/ml nur leicht erhöhte Absorptions-
werte. Bei dem AGPAlk/TFA 0,2 konnten keine Werte gemessen werden. Dieses lässt die Ver-
mutung zu, dass der Großteil der 1,4-Galp-Einheiten bei dieser Hydrolyse zerstört worden 
sind. 
 
LM 6 (Epitop: (1,5)-α-L-Araf im Arabinan/AGP) 
Der Antikörper LM 6 zeigt nur eine sehr schwache Bindung an das native Ginkgo biloba 
AGP. Durch sterische Hinderungen von langen 1,4-Galp-Ketten könnte eine mögliche Bin-
dung vermindert sein. 
 
LM 26: Epitop: (1,6-Galp)-Verknüpfung in (1,4-Galp)-β-D-Galactan 
Das native Ginkgo biloba AGP zeigt die höchsten Absorptionswerte mit LM 26. Die starke 
Bindung an das native und das Oxalsäure hydrolysierte Ginkgo-AGP ist sehr verwunderlich, 
da eine solche Verzweigung im Ginkgo-AGP nicht nachgewiesen werden konnte. 
 
KM 1: (Epitope: (1→6)-β-D-Galp Einheiten in AGs Typ II) 
Der Antikörper KM 1 zeigt erneut die höchsten Werte bei dem AGP von Echinacea purpu-
rea. Das Ginkgo-AGPOxal zeigt nachfolgend die höchsten Werte, welches in einer Freilegung 
der 1,6-Galp-Einheiten durch die milde Säurehydrolyse begründet werden kann. Das  
AGPNativ sowie das AGPUron zeigen hingegen kaum eine Reaktion. 
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3.2.2. Zellfreie Expression von Galektin-1 
Nach der Isolierung der Plasmid DNA aus kompetenten E. coli Bakterien (2.3.2.1.-2.3.2.7.), 
wurde eine zellfreie Expression im präparativen Maßstab durchgeführt (2.3.2.8.). Nach ei-
ner Aufreinigung durch eine Ni2+-NTA-Agarose-Affinitätschromatographie (2.3.2.9.) wur-
den die Elutionsfraktionen für eine SDS-Page verwendet (2.3.2.10.) und mittels Coomas-
siefärbung nachbehandelt (2.3.2.11.). Nachfolgend ist beispielhaft das Gel der SDS-Page 
der Suspensionsfraktion nach der Coomsassiefärbung dargestellt (siehe Abbildung 37).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der unbehandelte Suspensionsansatz zeigte hohe Konzentrationen des Proteins bei der 
Markergröße von 15 kDa in allen Elutionsstufen. Zusätzlich konnte eine höhere Konzentra-
tion auf den beads festgestellt werden, woraus ersichtlich ist, dass die gesamte Protein-
konzentration nicht vollständig eluiert werden konnte. Nach dem Vereinen der Elutions-
stufen wurde ein Westernblot durchgeführt (2.3.2.15.), welcher nachfolgend abgebildet ist 
(siehe Abbildung 38) und der belegt, dass das Galektin-1 erfolgreich zellfrei exprimiert wer-
den konnte. 
Abbildung 37: Elutionsprofil des unbehandelten Suspensionsansatzes 
von Galektin-1 in einem Coomassie-Gel gefärbten SDS-Gel.  
D =Durchfluss, beads = Ni2+-NTA Agarose beads 
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Abbildung 38: Darstellung des Westernblots des zellfrei exprimierten Galektin-1 
 
Die Molekulargröße des Monomers kann auf ca.  14-15 kDa geschätzt werden. Das Dimer 
liegt entsprechend bei ca. 26 kDa. Die anschließende Konzentrationsbestimmung mittels 
Bradford-Reagenz (2.3.2.13.) ergab eine Konzentration für den unbehandelten Suspensi-
onsansatz von 147 µg/ml (Gesamtausbeute: 244 µg/ml). Dieser Konzentration wurde als 
Richtwert für die nachfolgende Interaktionsmessung zwischen mit alkalisch und Oxalsäure 
hydrolysierten AGP von Echinacea pupurea mittels BLI genutzt. 
 
3.2.3. Interaktionsstudien von AGPs mit humanen Galektinen am BLI 
Für die Bestimmung der Konstanten, welche die Reaktionskinetik beschreiben, zwischen 
den durch Biotinylierung an SA-Sensoren immobilisierten gekauften Galektin-3 bzw. zellfrei 
exprimierten Galektin-1 mit unterschiedlichen AGP-Proben wurde die Bio-Layer-Interfero-
metrie angewendet. Nachfolgend sollen die einzelnen Interaktionstudien dargestellt wer-
den. 
Monomer 
Dimer 
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3.2.3.1. Interaktionsstudien mit Galektin-3  
Für die erste Interaktionsstudie mit dem Galektin-3 wurde das native Ginkgo biloba AGP, 
das AGPAlk/TFA 0,2 sowie das AGPOxal in jeweils einer Konzentration von 200 µg/ml eingesetzt. 
Zusätzlich wurde für jede Probe ein entsprechender Referenzsensor ohne Galektinbela-
dung eingesetzt, um das Maß der unspezifischen Bindung der AGP-Probe an den Sensor 
erkennbar zu machen. Da hier jeweils nur eine Konzentration der jeweiligen Proben einge-
setzt wurden, war die Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten nicht verlässlich. Es sol-
len hier lediglich die Tendenzen der Bindungsaffinität zwischen Galektin-3 und diesen AGP-
Proben aufgezeigt werden. Nachfolgend ist das gesamte Sensorgramm der Messung dar-
gestellt (siehe Abbildung 39). 
 
Die Beladung an die Streptavidin-Sensoren mit Galektin-3 erfolgte mit einer Verschiebung 
zwischen 2,5 nm und 3 nm nahezu gleichmäßig. Nach dem Wechsel in den Block-Vorgang 
mit Biocytin war eine leichte Abnahme des Sensorsignal zu beobachten. In den nachfolgen-
den Waschschritten blieb die nm-Verschiebung nahezu auf einem Plateau. Es zeigten sich 
deutliche Assoziationen aller eingesetzten AGP-Proben mit dem Galektin-3 sowie eine 
kaum vorhandene Dissoziation, welches vermuten lässt, dass eine starke Affinität vorliegt. 
Die eingesetzten Referenzsensoren zeigten keine Beladung mit Galektin-3, allerdings eine 
Abbildung 39: BLI-Sensorgramm von Galektin-3 mit diversen AGP-Proben von Ginkgo biloba 
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schwache unspezifische Bindung der AGP-Proben an die Streptavidin-Sensoren. Für die 
Auswertung wurden die Signale der unspezifischen Bindung von den ermittelten Signalen 
der Interaktionsmessung mittels der Octet System Data Analysis Software abgezogen. 
Nachfolgend ist das Sensorgramm der einzelnen Assoziationen und Dissoziationen der 
AGP-Proben dargestellt (siehe Abbildung 40). 
 
 
 
Die stärkste Assoziation zwischen dem Galektin-3 mit einer Verschiebung von über 0,30 nm 
war bei dem nativen AGP zu beobachten. Mit ca. 0,27 nm war die Assoziation des                  
AGPAlk/TFA 0,2 leicht schwächer und mit ca. 0,24 nm war die Assoziation des AGPOxal am 
schwächsten. Da die Assoziation des AGPNativ und dem AGPAlk/TFA 0,2 noch keine Tendenz ei-
nes Plateaus zeigt, ist davon auszugehen, dass die nm-Verschiebung noch höher liegt. Alle 
drei Proben zeigten kaum eine Dissoziationskurve. 
 
Für die zweite kinetische Interaktionsstudie wurde das AGPAlk/Oxal von Ginkgo biloba in den 
fünf unterschiedlichen Konzentrationen 0,8, 2,0, 4,0, 8,0 und 16,0 µM mit Galektin-3 ein-
gesetzt. Zusätzlich wurde einmalig ein Referenzsensor ohne Galektinbeladung eingesetzt, 
Abbildung 40: BLI-Sensorgramm der Assoziationen und der Dissoziationen von Galektin-3 mit diversen AGP-
Proben 
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der in eine AGP-Probe mit der Konzentration von 8,0 µM taucht, um das Maß einer unspe-
zifischen Bindung an den Sensor zu detektieren. Nachfolgend ist das gesamte Sensorgramm 
der Interaktionsmessung dargestellt (siehe Abbildung 41). 
 
 
Die Galektin-3 Beladung an die Streptavidin-Sensoren erfolgte mit einer Verschiebung zwi-
schen 3,2 nm und 4,2 nm. Wie auch in den vorherig durchgeführten Versuchen war nach 
dem Wechsel in den Block-Vorgang ein leichter Abfall des Sensorsignals des gebundenen 
Galektin-3 zu beobachten. In den nachfolgenden Waschschritten blieb die Beladung na-
hezu auf einem Plateau. Weiterhin konnten bei allen genutzten AGP-Konzentrationen 
deutliche Assoziationen an das Galektin-3 sowie geringes Maß an Dissoziation beobachtet 
werden, welches ebenso auf eine hohe Affinität schließen lässt. Der eingesetzte Referenz-
sensor zeigte keine Beladung mit Galektin-3 und ebenso kaum eine Assoziation der AGP-
Probe an den Leersensor. Das erhaltene Signal wurde auch hier von den ermittelten Signa-
len der Interaktionsmessung zwischen dem Galektin-3 und den AGP-Proben mittels der Oc-
tet System Data Analysis Software abgezogen. Nachfolgend ist das Sensorgramm der ein-
zelnen Assoziationen und Dissoziationen der AGP-Probe dargestellt (siehe Abbildung 42). 
Die roten Linien stellen die Regressionskurven des Fittings dar. 
Abbildung 41: BLI-Sensorgramm von Galektin-3 mit dem alkalisch und Oxalsäure hydrolysierten AGP von  
Ginkgo biloba 
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Die Assoziationen steigen konzentrationsabhängig auf maximal ca. 0,29 nm an, wohinge-
gen anzunehmen ist, dass die Assoziationen der Konzentrationen von 8 µM und 16 µM bei 
längerer Zeitvorgabe noch weiter angestiegen wären. Die Assoziationen der Konzentratio-
nen von 0,8, 2 und 4 µM lassen innerhalb der gemessenen Zeit ein Plateau vermuten. Bei 
allen fünf Konzentrationen war eine leichte Dissoziation zu beobachten. Für die Messung 
konnten folgende Geschwindigkeitskonstanten ermittelt werden (siehe Tabelle 29).  
 
Tabelle 29: Mit dem BLI ermittelte Geschwindigkeitskonstanten der Interaktion zwischen Galektin-3 und 
dem alkalisch und Oxalsäure hydrolysierten Ginkgo biloba AGP 
KD 
(M) 
KD-Fehler 
(M) 
ka 
(M-1s-1) 
ka-Fehler 
(M-1s-1) 
kd 
(s-1) 
kd-Fehler 
(s-1) 
R2 
1,06x10-7 1,01x10-8 2,48x10+4 9,17x10+2 2,14x10-3 1,36x10-4 0,944 
 
Die Fehler des vom Programm errechneten kd-Wertes und des ka-Wertes lagen bei 6,4% 
bzw. bei 3,7%. Der KD-Wert für Galektin-3 und das Ginkgo biloba AGPAlk/Oxal beträgt  
0,106 µM mit einem Fehler von 9,5%. Der R2-Wert nimmt beim bivalenten Fitting mit 0,944 
einen annehmbaren Wert ein. Ein 1:1 Fitting ergab einen R2-Wert von 0,734.  
 
Abbildung 42: BLI-Sensorgramm der Assoziationen und Dissoziationen von Galektin-3 mit dem alkalisch und 
Oxalsäure hydrolysierten AGP von Ginkgo bilba 
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3.2.3.2. Interaktionsstudien mit dem zellfrei exprimierten Galektin-1  
Für die dritte Interaktionsstudie wurde das im Arbeitskreis vorhandenen alkalisch und  
Oxalsäure hydrolysierten AGP von Echinacea purpurea (AGPAlk/Oxal) mit einer per GPC er-
mittelten Molekulargröße von 25,7 kDa in den drei unterschiedlichen Konzentrationen von 
5, 10 und 20 µM zur Interaktionsbestimmung mit dem biotinylierten Galektin-1 eingesetzt. 
Zusätzlich wurde einmalig ein Referenzsensor, der in eine AGP-Probe mit der Konzentration 
von 10 µM eintaucht. Nachfolgend ist das gesamte Sensorgramm der Messung dargestellt 
(siehe Abbildung 43). 
 
 
Die Beladung an die Streptavidin-Sensoren von Galektin-1 erfolgte gleichmäßig bis ca. 0,9 
nm. Wie in allen vorherigen Versuchen war nach dem Wechsel in die Blockkavität ein nur 
leichter Abfall bei Beladungsmenge vom gebundenen Galektin-1 zu beobachten. In den 
nachfolgenden Waschschritten blieb diese Bindung auch nahezu auf einem Plateau. Wei-
terhin konnten bei allen eingesetzten AGP-Konzentrationen Assoziationen der AGP-Probe 
an das Galektin-1 sowie geringe Dissoziationen beobachtet werden. Der eingesetzte Refe-
renzsensor zeigte eine sehr geringe Assoziation der AGP-Probe. Auch hier wurde das erhal-
tene Signal von den ermittelten Signalen der Interaktionsmessung zwischen dem Galektin-
Abbildung 43: BLI-Sensorgramm des zellfrei exprimierten Galektin-1 mit dem alkalisch und Oxalsäure  
hydrolysierten AGP von Echincaea purpurea 
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1 und den AGP-Proben mittels der Octet System Data Analysis Software abgezogen. Nach-
folgend ist das Sensorgramm der einzelnen konzentrationsabhängigen Assoziationen und 
Dissoziationen der AGP-Probe an das Galektin-1 dargestellt (siehe Abbildung 44). Die roten 
Linien stellen die Regressionskurven des 1:1 Fittings dar. 
 
 
 
 
Die Assoziationen steigen wie erwartet konzentrationsabhängig unterschiedlich an, jedoch 
lag die maximale nm-Verschiebung der höchsten Assoziation nur leicht über 0,06 nm. Da 
die Methodenoptimierung viele Monate in Anspruch genommen hat, besteht hier die Mög-
lichkeit, dass das Galektin aufgrund der langen Zeit im gefrorenen Zustand an Aktivität ver-
loren hat oder durch die zellfreie Expression zu wenig korrekte Bindungsdomänen für die 
Interaktion gebildet worden sind. Die Dissoziationskurven waren bei allen drei Konzentra-
tionen gering. Für diese Messung konnten folgende Geschwindigkeitskonstanten ermittelt 
werden (siehe Tabelle 30).  
Abbildung 44: BLI-Sensorgramm der Assoziationen und Dissoziationen von Galektin-1 mit dem alkalisch und 
Oxalsäure hydrolysierten AGP von Echinacea purpurea 
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Tabelle 30: Mit dem BLI ermittelte Geschwindigkeitskonstanten der Interaktionsmessung zwischen dem 
zellfrei exprimierten Galektin-1 und dem alkalisch und Oxalsäure hydrolysierten AGP von  
Echincaea purpurea 
KD 
(M) 
KD-Fehler 
(M) 
ka 
(M-1s-1) 
ka-Fehler 
(M-1s-1) 
kd 
(s-1) 
kd-Fehler 
(s-1) 
R2 
1,41x10-6 1,03x10-7 3,41x10+2 5,56x10 2,91x10-4 4,09x10-6 0,932 
 
Die Fehler des vom Programm errechneten kd-Wertes und des ka-Wertes lagen bei 16,3% 
bzw. bei 1,4%. Der KD-Wert für das zellfrei exprimierte Galektin-1 und dem alkalisch und 
Oxalsäure hydrolysierten Echinacea purpurea AGP beträgt 1,41 µM mit einem Fehler von 
7,3%. Der R2-Wert nimmt beim 1:1 Fitting mit 0,932 einen annehmbaren Wert ein.  
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4. DISKUSSION 
4.1. Isolierung und Charakterisierung der Gymnospermen-AGPs 
4.1.1. Evolutionärer Hintergrund der Gymnospermen 
Embryophyten (Landpflanzen) entstanden vor ca. 470 Millionen Jahren und hatten ihren 
Ursprung im Wasser, wobei sie sich wahrscheinlich aus der Klasse der Charophyten auf-
grund der Anpassungsmöglichkeiten an die Umwelt entwickelten. Zusammen bilden die 
Charophyten mit den Landpflanzen die Gruppe der Streptophyten, die als Schwestern-
Gruppe der Grünalgen, der Chlorophyten, angesehen werden.  
Im Zeitalter des Karbons, vor ca. 300 Millionen Jahren, bestand der Großteil der Pflanzen-
welt aus Farnen, welche nach und nach von den Gymnospermen verdrängt worden sind. 
Diese Pflanzengruppe dominierte das Zeitalter des Perms und der späten Kreidezeit, also 
vor 260 bis 70 Millionen Jahren, bis sie ab der späten Kreidezeit vor 100 bis 65 Millionen 
Jahren langsam von den Angiospermen, der bis heute dominierenden Gruppe der Pflanzen, 
abgelöst wurden (Pires & Doland, 2012).  
Während des Känozikums, vor ca. 66 Millionen Jahren, konnten sich die Gymnospermen 
im Gegensatz zu den Angiospermen nicht optimal an die veränderten klimatischen Verän-
derungen der Erde anpassen. Insbesondere in der südlichen Hemisphäre war eine schnelle 
Anpassung erforderlich. In der nördlichen Hemisphäre sind Arten vorzufinden, die besser 
an kühlere und trockenere Bedinungen angepasst waren. Dieses zeigt sich auch in einer 
höheren Artenvielfalt der Pinaceaen und Cupressaceaen verglichen zur südlichen Hemi-
sphäre (De La Torre et al., 2019). Die Angiospermen bilden mit Abstand die vielfältigste 
Gruppe der Pflanzenwelt und umfassen 250 000 (Aoki et al., 2004) bis 300 000 Arten 
(Lengyel et al., 2009), wohingegen die Gruppe der Gymnospermen nur noch 1 000 rezente 
Arten umfasst (De La Torre et al., 2019).  
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4.1.2. Isolierung und Charakterisierung der HMFs  
Nach der Zerkleinerung des getrockneten Drogenmaterials wurde eine zweimalig durchge-
führte Aceton-Extraktion durchgeführt, um Polyphenole und Gerbstoffe zu entfernen. Im 
Anschluss konnten hydrophile Glykoproteine und Polysaccharide mittels Wasserextraktion 
extrahiert werden. Die Extrakte zeigten bei allen Proben nach der Entfernung der Feststoffe 
eine leicht gebliche, dennoch sehr klare Farbe. Um eine Denaturierung der nicht- oder 
schwach glykosylierten Proteine zu ermöglichen, wurde die Extrakte auf 90°C erhitzt, wobei 
der Kohlenhydratanteil den deutlich kleineren kovalent gebundenen Proteinanteil vor ei-
ner Denaturierung schützt. Die denaturierten Proteine sowie restlichen Feststoffbestand-
teile konnten mittels Zentrifugation entfernt werden. Die durch Gefriertrocknung gewon-
nenen HMFs zeigten neben einer festen watteartigen Konsistenz eine bräunliche Färbung, 
welches für das Vorhandensein von noch gebundenen Gerbstoffen bzw. Polyphenolen 
spricht. Um eine homogene Verteilung zu erlangen, wurden die Fraktionen vorsichtig mit 
Hilfe eines Mörsers zerrieben. 
Die HMF-Auswaagen schwankten zwischen 0,5-1,7%. Die Zuckerausbeuten in der Acetylie-
rung lagen zwischen 17-35%. Für diese geringen Mengen kann es mehrere Erklärungen ge-
ben. Ein Grund wäre der Einfluss der mechanischen Zerkleinerung des Probenmaterials. Die 
Zellwand, Polyphenole und die Polyphenoloxidase (PPO) liegen in unterschiedlichen Kom-
partimenten vor. Bei der mechanischen Zerkleinerung kommt es zu einer Zerstörung dieser 
Zellkompartimente und die drei Bestandteile geraten in Kontakt miteinander. So reagieren 
die Polyphenole durch kovalente oder nichtkovalente Bindung mit der Zellwandmatrix und 
werden durch die PPO oxidiert und bleiben gebunden (Renard et al., 2017). Weiterhin kann 
die Ausbeute von der Jahreszeit abhängen, da im Herbst verstärkt Glucose in Form von 
Stärke eingespeichert wird. Zusätzlich können Zucker, die eine Uronsäure enthalten, sowie 
die daran gebundenen Zucker in der Acetylierungsanalyse nicht erfasst werden. Anhand 
der vorliegenden Zuckerausbeuten kann kein jahreszeitlicher Trend der Neutralzuckerzu-
sammensetzungen erkennbar gemacht werden. Hierfür hätten über einen längeren Zeit-
raum deutlich mehr Proben in den verschiedenen Jahreszeiten analysiert werden müssen. 
So wäre eine mögliche Erwartung, dass es im Herbst aufgrund der verstärkten Glucosespei-
cherung in Form von Stärke zu einer höheren Zuckerausbeute als im Sommer kommt.  
 
Diskussion 
112 
 
Bei den untersuchten Gymnospermen-HMFs, mit Ausnahme der von Ephedra distachya 
HMF 1, zeigt sich ein hoher Gehalt an Glucose, welches für ein Vorkommen von Stärke 
spricht. 
Ein hoher Gehalt an Mannose in den HMFs von Ginkgo biloba und Cycas revoluta deutet 
auf ein erhöhtes Vorkommen von wasserlöslichen Mannanen hin. Hierbei handelt es sich 
um Polysaccharide mit Verknüpfung von β-1,4-Mannoseeinheiten (Handford et al., 2003, 
He et al., 2017). Sie übernehmen in den Pflanzen wichtige Aufgaben wie Strukturerhalt der 
Zellwand und dienen als Speicherpolysaccharid in den Samen (He et al., 2017). Die Gruppe 
der Mannane kann in lineare Mannane, Glucomannane, Galactomannane und Galactoglu-
comannane eingeteilt werden (He et al., 2017; Chen et al., 2018). Kraus (1991) berichtet 
über eine Strukturaufklärung mittels Wasserextraktion gewonnener Polysaccharide aus 
den Blättern von Ginkgo biloba und konnte 1,2,4-Mannose nachweisen, die an Position 4 
mit Rhamnose verknüpft ist. Weiterhin konnten Mannane bereits verstärkt in der ligninrei-
chen Zellwand von einigen Gymnospermen gefunden werden (Handford et al., 2003, Do-
naldson und Knox, 2012) und scheinen eine wichtige Verknüpfung mit Cellulose einzugehen 
(Donaldson und Knox, 2012; Busse-Wiecher et al., 2016). So fanden Iwata et al. (1998) her-
aus, dass Glucomanne aus den zwei verschiedenen Gymnospermen Pinus densiflora und 
Fagus crenata die höchste Affinität zu bakteriell gewonnener Cellulose haben, gefolgt von 
Xyloglucanen, Xylanen und Arabinogalactanen. Das Vorkommen unterschiedlich verknüpf-
ter Mannoseeinheiten lässt vermuten, dass Glucomannane auch in Pinus abies vorkom-
men. So berichten Makarova et al. (2015) dass sich die Polysaccharidfraktion von Pinus  
abies zu 45% aus einem AG, 45-50% aus einem Galactoglucomannan und 5-10% aus ande-
ren Polysacchariden zusammensetzt. Hingegen besteht die Polysaccharidfraktion von Pinus 
syvestris neben 80% eines AGs aus 10% Galactoglucomannanen und weniger als 10% aus 
anderen Polysacchariden. 
Rhamnose kommt in der Zellwand in Form von den Pektin-Polysacchariden Homogalactu-
ronan (HG), Xylogalacturonan (XGA), Rhamnogalacturonan I (RG I) und Rhamnogalacturo-
non II (RG II) vor. HG ist eine lineare, homologe Kette aus α-1,4-Galacturonsäure. Einige 
dieser Einheiten sind im Backbone an verschiedenen Stellen mit Zuckereinheiten, wie Xy-
lose, verknüpft. Weiterhin können die Galacturon-Einheiten an C-6 methylverestert  
oder an O-2 bzw. O-3 acetyliert vorliegen (Sénéchal et al., 2014). RG I besteht aus den kon-
tinuerlichen Disaccharideinheiten α-1,4-Galacturonsäure-α-1,2-Rhamnose. Über 20-80% 
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der Rhamnoseeinheiten im Backbone sind mit Seitenketten wie β-1,4-Galactan, Arabina-
nen und/oder AGs verknüpft. RG II ist ein komplexes, stark verzweigtes Polysaccharid auf 
Basis von HG, an welches 12 unterschiedlichen Zuckereinheiten gebunden sind (Yoo et al., 
2012). XGA besteht aus α-D-Galacturonsäure, welche an C-3 mit β-D-Xylose verknüpft ist 
(Zandleven et al., 2012). Pektine übernehmen zahlreiche Funktionen in Pflanzen wie Zell-
wachstum und Zellentwicklung. Sie sind beteiligt am Ionen-Transport, definieren die Poro-
sität der Zellwand und sind an der Aktivierung des pflanzlichen Immunsystems beteiligt 
(Gawkowska et al., 2018). Der hohe Gehalt von Rhamnose in den HMFs von Ginkgo biloba 
und Ephedra distachya lässt damit auf ein Vorhandensein von Rhamnogalacturonanen 
schließen. So vermutet Kraus (1991) aufgrund des Vorhandenseins unterschiedlich ver-
knüpfter Monosaccharide wie Galacturonsäure, 1,3,6-Galactose, 1,5-Arabinose, 1,2- und 
1,2,4-Rhamnose dass in den Blättern von Ginkgo biloba Rhamnogalacturonane vorkom-
men, an welche AGs gebunden sein können. Weiterhin berichten O`Neill et al. (2004) über 
das Vorhandensein spezifischer Monosaccharidkomponenten von RG II in den Zellwänden 
von Ginkgo biloba und Ephedra-Arten. Rhamnose konnte in den HMFs von Cycas revoluta 
und Encephalartos longifolius nur in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden.  
Die Ergebnisse aus der Acetylierungsanalyse der HMFs konnten eine gering vorkommende 
Konzentration von 3-O-Methyl-Rhamnose (Acofriose) in Ginkgo biloba sowie Ephedra dis-
tachya belegen. Weiterhin konnte eine höhere Konzentration in Encephalartos longifolius 
und keine nachweisbare Konzentration in der HMF von Cycas revoluta gefunden werden. 
Denkbar wäre hierbei, dass die evolutionärbedingten Entwicklungsstandorte dieser beider 
Pflanzen zu einer unterschiedlichen Anpassung der Pektin-Polysaccharidfraktion beigetra-
gen haben. Matsunaga et al. (2004) konnten eine Verknüpfung dieses Monosaccharides an 
die Positionen O-2 und/oder O-3 von Arap in den RG II Seitenketten von Lycophyten und 
Pteridophyten belegen. Zudem konnte Acofriose in den Zellwänden von Bryophyten (Happ 
und Classen, 2019), Charophyten (Popper und Fry, 2003) und Farnen (Bartels und Classen, 
2017) nachgewiesen werden. Bis heute ist seine Funktion nicht eindeutig geklärt, jedoch 
scheint er in vitro eine Rolle bei der Verknüpfung der Dimere von RG II zu spielen. Da dieser 
Zucker im Laufe der Evolution im RG II verloren gegangen zu sein scheint, ist eine essentielle 
Funktion fragwürdig (Fu et al., 2007). 
Xylose konnte in moderaten Konzentrationen in allen HMFs mit Ausnahme der von Ginkgo 
biloba nachgewiesen werden. Dieses weist evtl. auf ein Vorkommen von wasserlöslichen 
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Xylanen und Xyloglucanen, welche aus β-1,4-Glucoseketten mit seitlich verknüpften β-1,6-
Xyloleinheiten bestehen (Bum Park und Cosgrove, 2014), hin. Diese sind Bestandteile der 
Hemicellulosen (Broeker et al., 2018). Das Backbone der Xylane besteht aus β-1,4-verknüpf-
ten Xyloseeinheiten, an welche Arabinose, Glucuronsäure sowie 4-O-Methylglucuronsäure 
gebunden vorliegen können (Peralta et al., 2017). Ihre Funktionen sind bislang in Gymnos-
permen wenig erforscht worden. Busse-Wicher et al. (2016) vermuten, dass Xylane an Cel-
lulose binden und konnten sie aus der sekundären Zellwand von verschiedenen Gymnos-
permen, so auch unter anderem aus Ginkgo biloba und Ephedra major, analysieren. Es wird 
vermutet, dass Xylane sowohl in Gymnospermen als auch in Angiospermen aufgrund ihrer 
Celulosebindung zu einer Stabilisierung der sekundären Zellwand beitragen (Busse-Wicher 
et al., 2016).  
Für eine umfassendere Beurteilung der Zusammensetzung der HMFs hätten weitere Struk-
turaufklärungen durchgeführt werden müssen.  
 
Aus dem ethanolhaltigen Überstand der HMF konnte ein Arabinan aus Ephedra distachya 
gewonnen werden (2.2.1.5.). Hierbei wurden noch die Monosaccharide Rhamnose und Fu-
cose in geringer Konzentration in der Acetylierungsanalyse detektiert. Eine Strukturaufklä-
rung mittels Bindungstypanalyse konnte wegen der geringen Ausbeute nicht durchgeführt 
werden. Kraus (1991) vermutet, dass sich im wässrigen Extrakt aus den Ginkgo biloba Blät-
tern ebenfalls ein Arabinan befindet, welches aus 1,5-Araf-Einheiten in der Hauptkette be-
steht. Aus Abies sibirica konnte ein Arabinan isoliert werden, welches sich aus 1,5-Araf-, 
1,2,5-Araf-, 1,3,5-Araf- und 1,2,3,5-Araf-Einheiten zusammensetzt (Makarova et al., 2015). 
 
4.1.3. Isolierung weiterer Polysaccharidfraktionen aus Ginkgo biloba 
Der bei der Isolierung nach der Wasserextraktion anfallende Presskuchen von Ginkgo bi-
loba wurde für weitere Extraktionen (in Anlehnung nach O‘Rourke et al., 2015 und 
Raimundo et al., 2016) verwendet, um weitere Polysaccharidfraktionen wie Pektin-Poly-
saccharide und Hemicellulosen, z.B. Mannane und Xylane identifizieren zu können 
(2.2.1.2.). In der HMF von Ginkgo biloba liegen Arabinose und Galactose im Verhältnis 1:0,9 
vor, welches für ein Vorkommen von einem AGP typisch ist. 
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Die hohen Mengen an Arabinose und Rhamnose, die niedrigere Menge an Galactose und 
der hohe photometrisch bestimmte Gesamturonsäuregehalt von 36,7% (m/m) weisen in 
der Ammoniumoxalatfraktion  aus dem Ginkgo biloba Presskuchen auf ein Vorkommen von 
Pektin-Polysacchariden hin. Der hohe Arabinosegehalt könnte darin begründet liegen, dass 
lange Ketten von Arabinanen an das Pektin gebunden sind. Die hohe Menge der Glucose 
ist nicht eindeutig erklärbar. Möglicherweise wurden weitere Glucane mitgefällt. Ein Vor-
kommen von AGPs ist aufgrund der deutlichen geringeren Menge von Galactose eher un-
wahrscheinlich. O‘Rourke et al. (2015) isolierten aus den Armleuchteralgen Klebsormidium, 
Nitella und Chara mittels Ammoniumoxalat-Extraktion Pektine vom Typ RG I und HR. Ma-
karova und Shakhmatov (2020) isolierten aus den Laubblätter von Picea abies mit dem glei-
chen Extraktionsschritt Xylane, Glucomanne, AGPs und Pektine. Die Hauptbestandteile der 
Pektinpolysaccharide bilden 1,4-α-D-Galacturonan und partiell acetyliertes RG-I, dessen 
Seitenketten 1,5-α-L-Arabinane und Arabinogalactane vom Typ I tragen. Diese Strukturauf-
klärung würde die theoretische Annahme unterstützen, dass an das Ginkgo-Pektin eben-
falls Arabinane gebunden sein könnten. 
Die nachfolgend durchgeführten HCl und Na2CO3 Extraktionen zeigt, dass vor allem in der 
HCl-Fraktion weiterhin Pektin-Polysaccharide isoliert wurden, wenn auch in geringeren 
Mengen als in der Ammoniumoxalatfraktion. Die Monosaccharidzusammensetzung beider 
Fraktionen ist sehr ähnlich. Der photometrisch gemessene Gesamturonsäuregehalt nimmt 
allerdings deutlich ab (Ammoniumoxalat: 36,7%; HCl: 12,9%; Natriumcarbonat: 3,9%). Ma-
karova und Shakhmatov (2020) konnten mittels HCl-Extraktion aus den Laubblättern von 
Picea abies ein Vorkommen von weiteren Pektinen (s.o.) und AGPs belegen, welche zusätz-
lich in der Wasserextraktion vorzufinden waren.  
Der geringfügig angestiegene Xylose-Gehalt in der KOH-Fraktion sowie die geringen vor-
kommenden Mengen von Arabinose, Galactose und Rhamnose weisen auf ein Vorkommen 
von Hemicellulose-Polysacchariden hin. Der Glucosegehalt ist auch bei dieser Fraktion mit 
Abstand am höchsten, welches auch hier auf ein Vorhandensein von verschiedenen Gluca-
nen hinweist. Zusammenfassend bestätigt dieses Extraktionsverfahren ein mögliches Vor-
kommen von AGPs, Pektinpolysacchariden, Mannanen und Glucanen in den Blättern von 
Ginkgo biloba. 
Zusammengefasst ergibt sich ein ungewöhnlicher Zellwandaufbau. Insbesondere zeigt sich 
die Glucose in allen Fraktionen als sehr dominant mit einem unauffälligen Pektingehalt. 
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Sehr auffällig ist ein fast vollständiges Fehlen der Xylose. Die Untersuchungen von Popper 
und Fry (2003) lassen vermuten, dass Xyloglucane in der primären Zellwand aller Landpflan-
zen vorzufinden sind, jedoch nicht in der Zellwand von Charophyceaen. Damit kann vermu-
tet weden, dass Xyloglucane für die evolutionäre Entwicklung von Wasser- zu Landpflanzen 
eine wichtige Rolle gespielt haben (Nothnagel und Nothnagel, 2007) und es ist daher er-
staunlich, dass sie in den hier untersuchten Gymnospermen kaum vorkommen. In Abbil-
dung 45 ist die vergleichende Darstellung der Monosaccharidzusammensetzung aller Ex-
traktions-Fraktionen mit dem zusätzlichen Gehalt der Gesamturonsäuren dargestellt.  
 
 
4.1.4. Isolierung und Charakterisierung der AGPs 
Zur Isolierung der AGPs wurden die gefriergetrockneten HMFs wieder in Lösung gebracht. 
Wasserunlösliche Bestandteile wurden mittels Zentrifugtion abgetrennt. Für die anschlie-
ßende Fällung wurde der klare Überstand verwendet. Für eine spezifische Fällung der AGPs 
wurde das Yariv Reagenz (β-D-Glc)3 genutzt. Die Theorien über die benötigten strukturellen 
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Abbildung 45: Konzentrationen (mol/mol%) der Monosaccharide der fünf Extraktions-Fraktionen inkl. dem  
Gesamturonsäuregehalt 
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Anforderungen dieses Reagenzes sind bereits in 1.4.4. dargelegt worden. Über die struktu-
rellen Anforderungen des Kohlenhydratanteilts für eine Interaktion gibt es unterschiedliche 
Aussagen. Kitazawa et al. (2013) geben an, dass die Entfernung von α-L-Arabinoseeinheiten 
sowie 1,6-galactosehaltigen Seitenketten die Interaktion eines AGPs mit dem Yariv-Rea-
genz aus den Wurzeln von Raphanus sativus nicht beeinflusst. Die Fähigkeit der Bindung 
ging allerdings nach der Degradation des 1,3-galactosehaltigen Backbones verloren. Damit 
wird vermutet, dass die 1,3-Galactoseeinheiten eine hydrophobe Wechselwirkung mit dem 
Yariv-Reagenz einzugehen scheinen. Für die Bindung werden vermutlich fünf bis sieben Ga-
lactoseeinheiten benötigt (Paulsen et al., 2014). 
Gleeson und Jermyn (1979) geben an, dass eine über 80%ige Entfernung des Proteinanteils, 
bei welcher jedoch die hydroxyprolinreiche Domäne erhalten bleibt, keinen Einfluss auf die 
Fällungsreaktion hat. Reine AGs ohne Proteinanteil, wie zum Beispiel aus Lärchen, zeigen 
keine Reaktion mit dem Yariv-Reagenz (Sato et al., 2018). Allerdings zeigte sich, dass nach 
Abspaltung der 1,6-Galp Seitenketten aus Lärchen-AG das restliche 1,6-verknüpfte Ga-
lactan eine Interaktion mit Yariv-Reagenz aufwies (Sato et al., 2018). 
 
Über das Vorkommen und über den strukturellen Aufbau von AGPs in Gymnospermen ist 
bislang wenig bekannt. Es konnten zwei AGPs aus den Kallus-Zellen von Picea abies isoliert 
und charakterisiert werden (Karácsonyi et al., 1998). Diese AGPs besitzen terminale fura-
nosidische Arabinoseeinheiten sowie terminale, 1,3-, 1,6- und 1,3,6-verknüpfte β-D-Galac-
toseeinheiten. Zudem konnte Glucuronsäure und eine geringere Menge an Galacturon-
säure nachgewiesen werden. Auffällig ist eine Verknüpfung mit Pyruvat an einige Galacto-
seeinheiten in beiden AGPs (Karácsonyi et al., 1998). Das Vorkommen dieser Strukturmerk-
male mit Ausnahme des Pyruvates sind von Makarova et al. (2015) bestätigt worden. 
Weiterhin konnten AGPs in den Samen und Setzlingen von Pinus taeda und Pseudotsuga 
menziestii (Bobalek und Johnson, 1983) gefunden werden. AGPs wurden ebenso in Pinus 
radiata in der Mittellamelle der Tracheiden entdeckt. Diese bestehen im Wesentlichen aus 
furanosidischen Arabinoseeinheiten wie terminale und 1,5-Arabinose sowie pyranosidi-
schen terminalen, 1,3-, 1,6- und 1,3,6-Galactoseeinheiten. Das Molekulargewicht liegt bei 
typischen 150 kDa. Die essentielle Funktion der AGPs in der Zelldifferenzierung konnte be-
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stätigt werden, als auf einem mit Yariv-Reagenz versetzten Kulturensystem der Zelltod be-
obachtet worden ist (Putoczki et al., 2007). Makarova et al. (2015) fanden in diesem AGP 
eine auffällig hohe Menge an 1,5-Araf. 
Ebenso vermuten Loopstra et al. (1999), dass das gefundene AGP in dem Xylem von Pinus 
taeda mitverantwortlich für die Entwicklung des Xylems ist und dass das extrazelluläre AGP 
bei der Entwicklung somatischer Embryonen aus Picea abies (Egertsdotter und von Arnold, 
1995) und aus einem Hybrid von Abies alba x Abies cephalonica (Samaj et al., 2007) eine 
regulatorische Funktion besitzt. 
In Cycas revoluta und Ginkgo biloba konnten AGP-Epitope nahe der Plasmamambran in den 
Pollenkörnern detektiert werden (Nguema-Ona et al., 2012). Diese Ergebnisse legen nahe, 
dass AGPs auch bei Gymnospermen in unterschiedlichen Pflanzenorganen vertreten sind.  
Eine Isolierung und anschließende Charakterisierung der AGPs aus den Blättern von Ginkgo 
biloba sowie aus den oberirdischen Teilen von Ephedra distachya und Cycas revoluta wurde 
mit dieser Arbeit erstmalig durchgeführt. Weiterhin wurde das AGP von Encephalartos lon-
gifolius isoliert sowie die Neutralzuckeranalytik bestimmt. 
 
Das abzentrifugierte Präzipitat, bestehend aus dem AGP-Yariv-Komplex sowie der Yariv-
Überstand wurden jeweils mit Natriumdithionit versetzt, um das gebundene Yariv-Reagenz 
zu zerstören. Eine anschließende Dialyse sorgte für eine Abtrennung der Yariv-Bruchstücke. 
Die AGPs sowie die Überstände wurden anschließend gefriergetrocknet und konnten da-
nach ausgewogen werden.   
Der AGP-Gehalt der vier Gymnospermen liegt mit 0,02-0,05% unter dem Gehalt der Farne 
Equisetum arvense, Dryopteris filix-mas, Osmunda regalis und Pteridium aquilinum (0,08-
0,18%) (Bartels und Classen, 2017) sowie unter jenem Gehalt des Mooses Sphagnum sp. 
(0,16%) (Bartels et al., 2017). Er ist eher vergleichbar mit dem AGP-Gehalt aus der Wurzel 
von Echinacea pallida (0,01-0,08%) (Thude und Classen, 2005). 
Die Ausbeuten der Gymnospermen-AGPs variierten zwischen 33,1% und 68,9%. Da der Pro-
teinanteil ca. 10% ausmacht, Uronsäuren vorhanden sind und weitere Bestandteile wie 
Gerbstoffe verschleppt werden konnten, ergab die Ausbeute keine 100%. Der Arabinose-
gehalt der AGPs lag nach Acetylierungsanalyse zwischen 32,0-46,6% und der Galactosege-
halt zwischen 23,8-47,9%. Das Ara/Gal Verhältnis aller AGPs liegt gemittelt ungefähr bei 
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1:1,0. Dieses ist damit ähnlich wie das Ara/Gal Verhältnis der Farne Equisetum arvense 
(1:1,0) und Osmunda regalis (1:1,4) (Classen et al., 2019).  
Während die AGPs von Ephedra distachya und Cycas revoluta grundlegende strukturelle 
Gemeinsamkeiten zeigen, die denen der Angiospermen-AGPs ähneln, zeigt das AGP von 
Ginkgo biloba einzigartige Strukturmerkmale. Daher wird die Charakterisierung der AGPs 
im Nachfolgenden getrennt dargestellt.  
 
Charakterisierung der AGPs von Ephedra distachya, Cycas revoluta und Encephalartos 
longifolius 
 
Die gefällten AGPs von Ephedra distachya, Cycas revoluta und Encephalartos longifolius 
bestehen wesentlich aus Arabinose und Galactose im Verhältnis 1:1,2; 1:0,9 und 1:0,7.  
Weiter vorkommende Monosaccharide in geringerer Konzentration sind Rhamnose bzw. 3-
O-Metyhl-Rhamnose, Mannose, Glucose sowie teilweise Xylose. Sehr auffällig ist der hohe 
Gehalt der 3-O-Methyl-Rhamnose, welcher in Ephedra distachya nachgewiesen worden ist. 
Weiterhin konnte dieser ungewöhnliche Zucker neben dem AGP von Ginkgo biloba auch in 
dem AGP von Encephalartos longifolius, jedoch nicht in dem AGP von Cycas revoluta nach-
gewiesen werden. Da sich die Gattung Encephalartos erst später als Cycas entwickelte (Sa-
las-Leiva et al., 2013), besteht die Möglichkeit, dass sich dieser Zucker erst später in der 
Evolutionsgeschichte dieser Gattung in den AGPs entwickelt hat. So konnten im Cycas re-
voluta Yariv-Überstand Spuren dieses Zuckers gefunden werden, welcher eventuell aus Bin-
dungen an Pektinen stammen könnten. Bei Encephalartos enthält die HMF größere Men-
gen an 3-O-Methyl-Rhamnose, welches ebenfalls teilweise Bestandteil von Pektinen sein 
könnte. Die Hauptmengen an Acofriose finden sich jedoch in den AGPs. Dies konnte bisher 
nur für verschiedene Moose und Farne gezeigt werden (Fu et al., 2007; Bartels et al., 2017; 
Happ und Classen, 2019). In Polysacchariden und AGPs der Angiospermen konnte dieser 
methylierte Zucker bisher gar nicht nachgewiesen werden und auch für Gymnospermen 
gibt es nur zwei alte Mitteilungen über das Vorkommen geringer Mengen von 3-O-Me-Rha  
im Holz von Pinus nigra (Gorrod und Jones, 1954) sowie im Harz der Gattungen Araucaria, 
Encephelartos und Welwitschia (Anderson, 1969). Damit wird in dieser Arbeit das erste Mal 
gezeigt, dass Acofriose Bestandteil von verschiedenen Gymnospermen-AGPs ist und z.T. 
sogar in größeren Mengen vorkommen. Größere Mengen der 3-O-Me-Rha konnten bislang 
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in den AGPs der Moose Sphagnum sp. (14,0%) Physcomitrella patens (13,5%) und in den 
AGPs der Farne Equisetum arvense (6,5%), Osmunda japonica (10,0%) und Osmunda regalis 
(8,1%) nachgewiesen werden (Classen et al., 2019). 
Der Gesamturonsäuregehalt wurde photometrisch nach Blumenkrantz und Asboe-Hansen 
(1973) bestimmt und es wurde eine Uronsäurereduktion nach Taylor und Conrad (1972) 
durchgeführt. Anhand der ermittelten Ergebnisse können folgende Schlussfolgerungen zu-
gelassen werden: 
1.) Die AGPs bestehen wesentlich aus Arabinose und Galactose. Weitere gebundene 
Monosaccharide können Rhamnose bzw. 3-O-Methyl-Rhamnose, Glucose sowie 
Mannose sein. 3-O-Methyl-Rhamnose konnte in höheren Mengen nur im AGP von 
Ephedra distachya nachgewiesen werden, im AGP von Cycas revoluta fehlt dieses 
Monosaccharid (3.1.3.3.). 
2.) Der photometrisch ermittelte Gesamturonsäuregehalt des AGPs von Ephedra dis-
tachya liegt bei 8,2% (m/m), jener des Cycas revoluta-AGPs liegt mit 6,6% (m/m) in 
einem ähnlichen Bereich (je 3.1.3.6.). Die Uronsäurereduktion ergab in den AGPs 
Hinweise auf das Vorkommen von Glucuron- und Galacturonsäure (Anstieg der 
Mengen an Glc und Gal in der Neutralzuckeranalytik nach der durchgeführten Uron-
säurereduktion). Allerdings konnte nur das Vorkommen von Glucuronsäure anhand 
deuterierter Fragmente in den Massenspektren in der Acetylierungsanalyse in bei-
den uronsäurereduzierten AGPs nachgewiesen werden. Der Bindungstyp der 
Glucuronsäure konnte nicht ermittelt werden.  
 
Nachfolgend werden die Ergebnisse der Bindungstypanalyse diskutiert. 
 
Bindungstypanalyse der AGPs von Ephedra distachya und Cycas revoluta mit Strukturvor-
schlag 
 
Bei beiden AGPs konnten alle Monosaccharidverknüpfungen, wie 1,3,6-Galp, 1,6-Galp, 1,3-
Galp und 1-Araf erfasst werden, wie sie in den AGPs von Samenpflanzen bekannt und Teile 
von AGs Typ II sind (Clarke et al., 1979). Diese beiden AGPs zeigen einen hohen Gehalt der 
1,3,6-Galp, welches für AGPs mit einem hohen Verzweigungsgrad spricht. Diese Mengen 
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liegen damit in der gleichen Größenordnung wie in den AGPs von einigen Moosen und Far-
nen, deren Gehalt zwischen 21-36% liegt (Classen et al., 2019). 
Weiterhin kommt 1,3-Galp in höheren Mengen vor. Es ist auffällig, dass die Mengen den-
noch kleiner sind als in bestimmten AGPs von den Moosen Sphagnum sp. (17,8%), und den 
Farnen Equisetum arvense, Dryopteris filix-mas und Pteridium aquilinum (16,3-20,6%) 
(Classen et al., 2019). Der Gehalt der 1,6-Galp liegt niedrig unter 5% (mol%). Der Gehalt der 
1,4-Galp ist deutlich niedriger als beim Ginkgo biloba AGP (Ephedra distachya AGP 2: 5,0% 
(mol%) und Cycas revoluta AGP: 1,1% (mol%)). Weiterhin kommt 1,5-Araf in geringeren 
Mengen im Cycas revoluta AGP als im Ephedra distachya AGP vor. Zusammenfassend han-
delt es sich bei beiden AGPs um ein AG-Typ II. Anhand der Auswertung der vorliegenden 
Ergebnisse und unter Berücksichtigung des Endgruppen/Verzweigungsverhältnisses von 
1:1,0 sowie der molaren Verhältnisse konnten folgende Strukturmodelle von dem Kohlen-
hydratteil der beiden AGPs erstellt werden (siehe Abbildung 46-47). Quantitativ unbedeu-
tendere Monosaccharide wie Mannose, Fucose und Xylose sind nicht mitberücksichtigt 
worden. Die Anzahl der quantitativ bedeutenden Monosaccharide für die Molekülstruktur 
wurden aus den ermittelten Molmassen berechnet (siehe Tabelle 31). Die in Klammern ge-
setzten Zucker wurden für das Strukturmodell nicht mitberücksichtigt.  
 
Tabelle 31: Berechnungsgrundlage der Monosaccharide für den Kohlenhydrantanteil der AGPs von  
Ephedra distachya und Cycas revoluta 
 Ephedra distachya 
Monosaccharide 
Cycas revoluta 
Monosaccharide 
1-Araf 
1-Arap 
1,3-Araf 
1,5-Araf 
13 
- 
1 
2 
11 
2 
3 
3 
1-Rhap/3-O-Me-Rhap 5 2 
1-Glcp - (1) 
1-Galp 
1,3-Galp 
1,4-Galp 
1,6-Galp 
1,3,6-Galp 
- 
4 
3 
2 
19 
1 
6 
- 
2 
16 
Verhältnis  
End:Verzweigung 
 
18:19 
 
(17)16:16 
Gesamtmenge 49 46 
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Abbildung 46: Strukturmodell für den Kohlenhydratanteil des nativen AGPs von Ephedra distachya 
. 
Abbildung 47: Strukturmodell für den Kohlenhydratanteil des nativen AGPs von Cycas revoluta 
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Diese Strukturmodelle zeigen stark verzweigte Polysaccharide, bei welchen die Grundkette 
aus 1,3,6-Galp und 1,3-Galp besteht. Von dieser Hauptkette gehen weitere Verzweigungs-
punkte von 1,3,6-Galp in die Seitenketten aus, die ihrerseits wiederum verzweigt sind und 
vor allem terminale Arabinosen und auch Rhamnosen tragen.  
 
Charakterisierung des AGPs von Ginkgo biloba 
 
Das erste gefällte AGP aus der Ginkgo biloba Charge besteht aus Arabinose und Galactose 
im Verhältnis 1:0,8. Weiter vorkommende Monosaccharide sind Glucose, Rhamnose, 3-O 
Methyl-Rhamnose sowie Mannose. In der Hauptcharge ist ein auffallend hoher Gehalt an 
Glucose zu beobachten. Sehr wahrscheinlich sind noch glucosehaltige Brüchstücke des 
Yariv-Reagenzes an das AGP gebunden, welches bei der Behandlung mit Dithionit nicht voll-
ständig zerstört worden ist. Das nachgefällte AGP aus der gleichen Charge weist einen deut-
lich geringeren Glucosegehalt auf. Der Gesamturonsäuregehalt wurde photometrisch nach 
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) bestimmt. Die vorhandenen Uronsäuren werden 
durch die Methode von Blakeney et al. (1983) zur Neutralzuckerbestimmung nicht erfasst, 
können jedoch durch eine Reduktion nach Taylor und Conrad (1972) zu ihren korrespon-
dierenden Neutralzuckern der Acetylierungsanalyse zugänglich gemacht werden. Damit ist 
es möglich, Rückschlüsse auf die Art der Uronsäuren und deren Verknüpfungen zu erhalten. 
Diese Zucker müssten im Vergleich der Neutralzuckerzusammensetzung nach der Reduk-
tion erhöht sein. 
Damit ein Strukturmodell entwickelt werden konnte, wurden weitere Partialhydrolysen 
wie eine Oxalsäurehydrolyse nach Gleeson und Clarke (1979) eine alkalische Hydrolyse 
nach Volk et al. (2007) mit anschließend milder TFA-Hydrolyse sowie ein Perjodatabbau 
nach Usov et al. (1997) mit anschließender Neutralzuckeranalytik durchgeführt. Anhand 
der ermittelten Ergebnisse können folgende Schlussfolgerungen zugelassen werden: 
 
1.) Das Ginkgo biloba AGP besteht wesentlich aus Arabinose und Galactose, weiter ge-
bundene Monosaccharide können Rhamnose bzw. 3-O-Methyl-Rhamnose, Glucose 
sowie Mannose sein (3.1.3.3.). 
3.) Der photometrisch bestimmte Gesamturonsäuregehalt liegt bei 7,9% (m/m). Die 
Uronsäurereduktion ergab in den AGPs Hinweise auf das Vorkommen von 
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Glucuron- und Galacturonsäure. Es konnte nur das Vorkommen von Glucuronsäure 
anhand der Massenspektren in der Acetylierungsanalyse in dem uronsäurereduzier-
ten AGP nachgewiesen werden. Der Bindungstyp der Glucuronsäure konnte nicht 
ermittelt werden.  
2.) Bei der Oxalsäurehydrolyse werden bevorzugt glykosidische Bindungen von Fura-
nosen gespalten, also endständige Arabinosen und untereinander verknüpfte Ara-
binosen. Die Ergebnisse (3.1.3.8.) zeigen eine deutliche Reduktion des Arabinose-
wertes. Bei der 0,2 molaren TFA-Hydrolyse werden ebenso die furanosidisch ver-
knüpften labilen Arabinosen abgespalten. Die vorherig durchgeführte alkalische 
Hydrolyse sorgte für eine Abspaltung des Proteinanteils, bei welchem nur noch die 
für die Bindung verantwortliche Aminosäure erhalten bleibt. Auffällig ist eine Re-
duktion des Glucosewertes im Vergleich zum nativen AGP. Da das AGP bei der alka-
lischen Hydrolyse für 18 Stunden bei 105°C hydrolysiert wurde, liegt die Vermutung 
nahe, dass bei dieser Hydrolyse durch die intensive Wärmeeinwirkung die noch ge-
bundenen glucosehaltigen Yariv-Bruchstücke zerstört worden sind (Paulsen et al., 
2014).  Die Ergebnisse beider Hydrolysen lassen vermuten, dass sich die Arabinosen 
in den Seitenketten befinden und dass das Backbone aus Galactoseeinheiten be-
steht. 
 
Bindungstypanalyse des AGPs mit Strukturvorschlag von Ginkgo biloba 
  
Aus der Bindungstypanalyse des nativen AGPs, des uronsäurereduzierten AGPs und des  
Oxalsäure hydrolysierten AGPs sollen Erkenntnisse über die Anordnung der Monosaccha-
ride im Kohlenhydratteil erfasst werden.  
Es konnten alle Monosaccharidverknüpfungen erfasst werden, wie sie in den AGPs von Sa-
menpflanzen bekannt sind und Teile von AGs Typ II darstellen. Dieses sind 1,3,6-Galp, 1,6-
Galp, 1,3-Galp und t-Araf (Clarke et al., 1979). Weiterhin können 1,2-, 1,3-und 1,5-Araf Be-
standteile der AGPs aus Angiospermen sein (Nothnagel et al., 1997), welche ebenso nach-
gewiesen worden sind. Sehr auffällig ist der sehr hohe Gehalt der 1,4-Galp, welcher fast 
45% des gesamten Kohlenhydratanteils ausmacht.  
1,4-Galp ist ein klassischer Bestandteil der Hauptkette eines AGs Typ I (Clarke et al., 1979; 
Hinz et al., 2005) und konnte bereits in den AGPs einiger Moose und Farne nachgewiesen 
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werden, jedoch lag hier der Gehalt immer unter 10% (Bartels et al., 2017; Bartels und Clas-
sen, 2017; Happ und Classen, 2019). Damit stellt das hohe Aufkommen ein außergewöhn-
liches Strukturmerkmal dar und zeigt, dass im AGP von Ginkgo eine Mischung aus AGs vom 
Typ I und Typ II vorkommen. 
Weiterhin kommt 1,5-Araf in ungewöhnlich hohen Mengen vor, die ähnlich vergleichbar 
sind mit denen von Equisetum arvense (Bartels und Classen, 2017). Dieses spricht für eine 
flexiblere und längere Anordnung der Arabinosen in den Seitenketten als in Angiospermen, 
die normalerweise hauptsächlich terminale Arabinosen aufweisen (Lee et al., 2005).  
Beim uronsäurereduzierten AGP wurden die Uronsäuren zu ihren korrespondierenden 
Neutralzuckern reduziert. Beim Vorhandensein von Glucuron- bzw. Galacturonsäure wäre 
damit ein Anstieg der Monosaccharide Glucose und Galactose zu verzeichnen gewesen. Da 
es in der Bindungstypanalyse des uronsäurereduzierten AGPs zu einer Verringerung beider 
Werte gekommen ist, kann keine endgültige Aussage über die Art und die vorkommende 
Menge der Uronsäuren getroffen werden.  
Das Oxalsäure hydrolysierte AGP zeigt einen deutlich gesunkenen Gesamtarabinosegehalt 
und gleichzeitig einen deutlichen Anstieg von 1,6-Galp-Einheiten. Damit liegt die Vermu-
tung nahe, dass sich Arabinosen an Position 3 der 1,3,6-Galp befinden.  
Für eine umfassendere Aussage hätten Mehrfachanalysen durchgeführt werden müssen. 
Ebenso ist eine erfolgreiche Analyse des Smith-degradierten AGPs erforderlich, um weitere 
Einblicke in das Verknüpfungsmuster zu erhalten. Für weitere Aufklärungen hätte eine Hyd-
rolyse durch Enzyme wie Endo- bzw. Exo-Galactanase bzw. Arabinofuranosidase durchge-
führt werden können, um bestimmte glycosidische Bindungen zu spalten. Zudem können 
mittels Kernspinresonanzspektroskopie/NMR Aussagen zur α- bzw. β-Konformation, über 
Bindungstypen sowie über das Vorkommen von Substituenten getroffen werden (Göllner, 
2009). 
Anhand der Auswertung der vorliegenden Ergebnisse und unter Berücksichtigung des End-
gruppen/Verzweigungsverhältnisses von 1:0,8 sowie der molaren Verhältnisse konnte fol-
gende Strukturmodelle des Kohlenhydratteils des Ginkgo biloba AGPs erstellt werden 
(siehe Abbildung 48-49). Quantitativ unbedeutendere Monosaccharide wie Mannose, Fu-
cose und Xylose sind nicht mitberücksichtigt worden. Die Anzahl der quantitativ bedeuten-
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den Monosaccharide für die Molekülstruktur wurden aus den ermittelten Molmassen be-
rechnet (siehe Tabelle 32). Die in Klammern gesetzten Zucker wurden für die Strukturmo-
delle nicht mitberücksichtigt.  
 
Tabelle 32: Berechnungsgrundlage der Monosaccharide für den Kohlenhydratanteil des AGPs von  
Ginkgo biloba 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ginkgo biloba 
Monosaccharide 
Strukturvorschlag  
1 
Ginkgo biloba 
Monosaccharide 
Strukturvorschlag 
2 
1-Araf 
1,3-Araf 
1,5-Araf 
4 
1 
6 
8 
2 
12 
1-Rhap/3-O-Me-Rhap 2 3 
1-Glcp (2) (4) 
1-Galp 
1,3-Galp 
1,4-Galp 
1,6-Galp 
1,3,6-Galp 
1 
1 
22 
- 
6 
2 
2 
- 
1 
12 
Verhältnis  
End:Verzweigung 
 
(9)7:6 
 
(17)13:12 
Gesamtmenge 43 42 
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Abbildung 48: Strukturmodell für den Kohlenhydratanteil des nativen AGPs von Ginkgo biloba 
mit 1,4-Galp-Einheiten 
Abbildung 49: Strukturmodell für den Kohlenhydratanteil des nativen AGPs von Ginkgo biloba  
ohne 1,4-Galp-Einheiten 
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Das erste Strukturmodell (siehe Abbildung 48) zeigt einen stark verzweigten Kohlenhydran-
anteil, bei welchem die Grundkette aus 1,3,6-Galp und sehr wenig 1,3-Galp besteht. Die 
Seitenketten bestehen aus überwiegend 1,4-Galp, 1,3-Araf und 1,5-Araf Einheiten. Die ter-
minalen Endgruppen können 1-Araf, 1-Glcp bzw. GlcAp, 1-Galp bzw. GalAp, 1-Rhap und 3-
O-Me-Rhap bilden.  
Im zweiten Strukturvorschlag (siehe Abbildung 49) gleichen sich die vorhandenen Mengen 
der Arabinosen und Galactosen durch das Fehlen der 1,4-Galp-Einheiten nahezu an. 
Dadurch zeigen sich im Vergleich zum ersten Strukturvorschlag deutlich kürzere Seitenket-
ten, die fast nur aus Arabinoseeinheiten bestehen, welche an 1,3,6-Galp gebunden sein 
können. Auch hier besteht das Grundgerüst aus 1,3,6-Galp und sehr wenig 1,3-Galp. Bei 
diesem Strukturvorschlag müßte dann ein lineares 1,4-Galactan vermutlich kovalent an das 
gezeigte Strukturmodell gebunden sein.  Eine kovalente Verknüpfung von AGPs mit ande-
ren Polysacchariden konnte z.B. in Arabidopsis gezeigt werden; dort wurde ein Arabi-
noxylan-Pektin-AGP identifiziert (Tan et al., 2013). 
Ein drittes Strukturmodell wäre denkbar, bei welchem sich das Grundgerüst aus sehr vielen 
1,4-Galp-Einheiten im Wechsel mit 1,3-Galp und 1,3,6-Galp zusammensetzt.  
 
4.1.5. Bindung von AGPs an Antikörper 
Eine weitere Möglichkeit der Strukturaufklärung bietet der Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay (ELISA). Hierbei wurden monoklonale Antikörper mit einer hohen Spezifität gegen-
über bestimmten AGP-Epitopen als primäre Antikörper eingesetzt. Mit der darauffolgen-
den Bindung eines Sekundärantikörpers und einer anschließenden Farbreaktion kann die 
Bindung des primären Antikörpers erkennbar gemacht werden und zusätzlich quantifiziert 
werden (2.3.1.).  
Bei den genutzten Antikörpern JIM 13, MAC 207 und KM 1 handelt es sich um typische AGP-
Antikörper, die an Epitope der Angiospermen-AGPs binden. Weiterhin erkennen die einge-
setzten Antikörper LM 2 und LM 6 typische Bausteine von Angiospermen AGPs. Aufgrund 
der strukturellen Besonderheit des Ginkgo-AGPs wurden 2 Antikörper (LM5, LM26) getes-
tet, die 1,4-verknüpfte Galp-Epitope erkennen. 
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JIM 13 (Epitop: AGP, evtl. β-D-GlcAp-(1→3)-α-D-GalAp-(1→2)-α-L-Rha)  
MAC 207 (Epitop: AGP, evtl. β-D-GlcAp-(1→3)-α-D-GalAp-(1→2)-α-L-Rha): 
Beide Antikörper (JIM 13 und MAC 207) zeigen eine schwache Bindung an das oben ge-
nannte Trisaccharid, welches nach saurer Hydrolyse aus Karayagummi gewonnen wurde 
(Yates et al., 1996). Beide Antikörper reagieren jedoch mit vielen typischen Angiospermen-
AGPs, die ein solches Epitop nicht aufweisen. Insofern ist die Natur des hauptsächlichen, 
auf AGPs vorhandenen Epitopes unklar. Für die Antikörper JIM 13 und MAC 207 sind 
Epitopstruktur beschrieben, jedoch konnte im Rahmen der Untersuchungen des Arbeits-
kreises ein nicht eindeutiges Bindungsverhalten an definierte Epitope des Antikörpers be-
obachtet werden. Für den Antikörper JIM 13 sind bei allen untersuchten Gymnospermen-
AGPs positive Reaktionen beobachtet worden, wobei insbesondere das AGP von Cycas eine 
starke Bindung zeigt. Diese Bindung von konnte bereits mit den Zellwänden von gekeimten 
Pollen bestätigt werden (Yatomi et al., 2002). Hierbei ist anzumerken, dass dieses AGP die 
geringsten photometrisch bestimmten Gesamturonsäuremengen aufweist und sich aus der 
Bindungstypanalyse der geringste Gesamtgehalt von Rhamnose ergab. Dass AGPs in die 
Taxolproduktion in Taxus cuspidata involviert sind, konnte durch eine Bindung von JIM 13 
bestätigt werden (Cheng et al., 2008). Weiterhin zeigte sich eine positive Reaktion von JIM 
13 mit der Zellwand des Pollenschlauches von Pinus densiflora (Mogami et al., 1998) und 
den Samenanlagen von Larix decidua (Rafinska und Bednarska, 2011). 
 
Für den Antikörper MAC 207 konnte keine Bindung wie für JIM 13 beobachtet werden. 
Damit zeigt sich, dass beide Antikörper an unterschiedliche, noch aktuell nicht bekannte, 
Epitope binden könnten. Die Bindung von MAC 207 an ein AGP-Epitop ist bei den Gymnos-
permen Pinus radiata, Pinus sitchensis und Pinus abies beobachtet worden (Altaner et al., 
2010).  
KM 1 (Epitop: (1→6)-β-D-Galp Einheiten in AGs Typ II) 
Der Antikörper KM 1 zeigt keine Interaktionen mit den eingesetzten nativen Gymnosper-
men-AGPs, welches in der sehr geringen Menge der 1,6-Galp begründet liegen könnte.  
Nach der Oxalsäurehydrolyse des Ginkgo-AGPs ist ein Freilegen des Epitopes möglich, wel-
ches die deutlich höhere Affinität bestätigt. Nach Ruprecht et al. (2017) ist für eine deutli-
che Bindung dieses Antikörpers vor allem ein 1,6-verknüpftes Galactan notwendig. Nach 
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der Oxalsäurehydrolyse des Ginkgo-AGPs wurde dieses Epitop freigelegt, was durch die 
deutlich höhere Affinität bestätigt wurde.  
 
LM 2 (Epitop: (1→6)-β-D-Galp Einheiten mit terminaler ß-D-GlcAp im AGP) 
Rubrecht et al. (2017) konnten belegen, dass ein Oligosaccharid aus 3 Einheiten 1,6-Galp 
mit einer terminalen Glucuronsäure eine gute Bindung an den Antikörper LM 2 zeigt. Da 
die Konzentration der 1,6-Galp beim Ginkgo-AGP unter 5% lag, konnte nur eine mäßig 
starke Bindung bei diesem Antikörper beobachet werden. Die Bindung bestätigt zusätzlich 
das Vorkommen von Glucuronsäuren. Diese Bindung wurde bereits durch eine Reaktion 
mit den gekeimten Pollen von Ginkgo und Cycas bestätigt (Yatomi et al., 2002). 
Dieser Antikörper zeigte ebenso positive Reaktionen mit den AGPs in einem Pollenschlauch 
von Picea wilsonii (Chen et al., 2008), Pinus densiflora (Mogami et al., 1998) und den Sa-
menanlagen von Larix decidua (Rafinska und Bednarska, 2011). 
 
LM 5 (Epitop: [(1→4)-β-D-Gal]3) 
Torode et al. (2018) und Jones et al. (1997) geben an, dass für die Bindung des Antikörpers 
LM 5 eine lineare 1,4-Galactosekette vorliegen muss. 1,4-Galactotriose zeigt die stärkste 
Bindung, die sich bei Galactopentaose abschwächt und bei Galactoheptaose nur noch 50 % 
beträgt. Die Verwendung von 1,4-Galactose-Oligosacchariden mit Verzweigungen führte 
zum vollständigen Verlust der Bindungsaffinität (Torode et al., 2018). Das native Ginkgo-
AGP zeigt eine mäßig starke Bindung des Antikörpers. Eine Abschwächung der Bindung 
kann in dem Vorkommen langer linearer 1,4-Galp Ketten begründet liegen. Sehr auffällig 
ist die sehr schwache Bindung zu dem AGPOxal und die nicht vorhandene Bindung zu dem 
AGPAlk/TFA 0,2. Für das AGPOxal ist eine gleichbleibend starke Bindung erwartet worden, da 
die Oxalsäurebehandlung zu keiner Abnahme der Galactosemengen führen sollte. Dieser 
Antikörper zeigte positive Reaktionen mit den in den Tracheiden vorkommenden Polysac-
chariden aus den Gymnospermen Pinus radiata, Pinus sitchensis und Pinus abies (Altaner 
et al., 2010) und denen in einem Pollenschlauch von Picea wilsonii (Chen et al., 2008). 
 
LM 6 (Epitop: (1,5)-α-L-Araf im Arabinan/AGP) 
Nach Willats et al. (1998) erkennt der Antikörper LM 6 fünf bis sechs lineare 1,5-Araf-Ein-
heiten.  Allerdings konnte kaum eine nachweisbare Bindung im ELISA-Versuch an das native 
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Ginkgo- AGP erkennbar gemacht werden, trotz eines hohen 1,5-Araf-Gehaltes von ca. 12% 
(3.1.3.9.). Dieses spricht für das Vorkommen von kürzeren Arabinoseketten aus überwie-
gend maximal vier Einheiten. 
 
LM 26 (Epitop: 1,6-Galp-Verknüpfung in (1,4-Galp)-β-D-Galactan) 
Torode et al. (2018) beschreiben, dass für eine optimale Bindung mehr als drei 1,4-Galac-
toseeinheiten vorhanden sein müssen, von denen eine mit einer 1,6-Galactoseeinheit ver-
knüpft ist. Die starke Bindung dieses Antikörpers an das native und das Oxalsäure hydroly-
sierte Ginkgo-AGP ist erstaunlich, da eine solche Verzweigung im Ginkgo-AGP nicht nach-
gewiesen werden konnte. Insofern scheint es weitere Epitope mit 1,4-Galp zu geben, die 
eine Interaktion mit LM 26 eingehen. In der Bindungstypanalyse ist ein geringer Gehalt von 
1,4-Galp im AGP von Ephedra distachya nachgewiesen worden, welches sich in einer mäßig 
starken Bindung des Antikörpers widerspiegelt. Die sehr geringe Menge der 1,4-Galp im 
Cycas-AGP zeigt sich in der sehr schwachen Antikörperbindung. Dieses Bindungsverhalten 
bestätigt die angegebene Literaturangabe, dass eine bestimmte Anzahl an 1,4-Galp-Einhei-
ten für eine Bindung notwendig ist. 
 
4.1.6. Charakterisierung der Proteinanteile  
Die Elementaranalyse ergab aus der Multiplikation des Stickstoffgehaltes mit dem Faktor 
nach Kieldahl (1883) von 6,5 für die AGPs der Gymnospermen Ginkgo biloba, Ephedra dis-
tachya und Cycas revoluta einen Proteingehalt von 7,2%, 7,4% und 5,1%. Damit liegt der 
Proteingehalt in der gleichen Größenordnung wie bei anderen Samenpflanzen (Ma et al., 
2018) sowie einigen Farnen wie Equisetum arvense, Dryopteris filix-mas, Osmunda regula-
ris und Pteridium aquilinum, deren Gehalt zwischen 6-12% liegt (Bartels und Classen, 2017). 
Die getrockneten Samen der Gymnospermen Pseudotsuga menziesii und Pinus taeda wei-
sen mit 8,8% bzw. 6.1% einen ähnlichen Gehalt auf (Bobalek und Johnson, 1982). Hohe 
Proteinmengen konnten in dem AGP des Mooses Polytrichastrum formosum (18%) (Bartels 
et al., 2017) und Lycopodium annotinum (17%) (Bartels und Classen, 2017) nachgewiesen 
werden. 
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Die Aminosäure Hydroxyprolin kann im AGP von Samenpflanzen den Proteinanteil mit dem 
Kohlenhydratanteil durch eine O-glykosidische Bindung miteinander verbinden. 
Die photometrische Messung des Hydroxyprolingehaltes ergab einen Gehalt beim Ginkgo 
biloba AGP von 0,49% (m/m), dieses entspricht 6,82% am Proteingesamtanteil. Dass  
Hydroxyprolin die entscheidende Aminosäure zur Verknüpfung ist, wird durch den Hydro-
xyprolingehalt von 0,32% (m/m) beim alkalisch hydrolysierten AGP bestätigt. Der Wert ent-
spricht nicht dem des nativen AGPs, welches darin begründet liegen könnte, dass für die 
Verknüpfung weitere Aminosäuren wie Serin oder Threonin verantwortlich sein können. 
Der Hydroxyprolingehalt umfasst bei dem Ephedra distachya AGP 0,71% (m/m) und bei 
dem Cycas revoluta AGP 1,14% (m/m). Damit macht Hydroxyprolin bei Ephedra distachya 
9,54% und bei Cycas revoluta 22,53% des Proteinanteils aus. Der Hydroxyprolingehalt ist 
vergleichbar mit den ebenso photometrisch bestimmten Hydroxyprolinwerten von Lycopo-
dium annotinum mit 0,88% (m/m) und Equisetum arvense mit 1,09% (m/m) (Bartels und 
Classen, 2019). Der Hydroxyprolingehalt beider untersuchten Gymnospermen ist damit 
ähnlich wie jener aus den getrockneten Samen von Pseudotsuga menziesii (0,9%) und Pinus 
taeda (0,7%) (Bobalek und Johnson, 1982). Karácsonyi et al. (1997) analysierten die Pro-
teinzusammensetzung des AGPs aus Picea abies und fanden heraus, dass neben einem 
Hydroxyprolingehalt von ca. 13% die Aminosäuren Serin und Threonin nicht in die Kohlen-
hydrat-Proteinverknüpfung involviert sind.  
Für eine detailitere Aussage hätte die gesamte Aminosäurezusammensetzung zum Beispiel 
mittels HPLC-Analytik durchgeführt werden müssen. 
 
4.1.7. Bestimmung des Molekulargewichtes 
Für die nativen AGPs wurde das durchschnittlich absolute Molekulargewicht mittels SEC-
MALLS ermittelt (2.2.5.). Für das native Ginkgo biloba AGP konnte ein absolutes Moleku-
largewicht von ungewöhnlich großen 520,4 kDa (Hydrodynamisches Volumen: 58,0 kDa) 
ermittelt werden. Hieraus ist ersichtlich, dass es sich allgemein gesehen um ein sehr großes 
AGP-Molekül handeln muss, welches vermutlich durch den hohen Gehalt der 1,4-Galp in 
den Seitenketten bedingt ist. Ein ähnliches großes AGP ist aus Anogeissus latifolia mit einer 
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Größe von 554 kDa beschrieben worden (Ghosh et al., 2015). Ein im Verhältnis zum Mole-
kulargewicht geringes hydrodynamisches Volumen, welches durch die räumliche Struktur 
und die Hydrathülle beeinflusst wird, deutet auf ein stärker verzweigtes AGP hin. 
Der Proteinanteil des AGPs ergibt nach Elementaranalyse 7,2% und würde damit eine 
Größe von 37,5 kDa besitzen. Da der Hydroxyprolinanteil 6,8% (m/m) des Proteins aus-
macht, würden sich rechnerisch 19 Moleküle Hydroxyprolin im Protein befinden. Verteilt 
man diese Hydroxyprolinanzahl auf die Gesamtmolekülmasse würden sich Kohlenhyd-
ratanteile von je ca. 25 kDa ergeben. Das alkalische AGP besitzt ein Molekulargewicht von 
163,5 kDa, welches in einer unvollständigen Hydrolyse begründet liegen könnte. Die Mole-
kulargewichte der partialhydrolysierten AGPs nahmen je nach Methode deutlich ab. Der 
Unterschied zwischen dem absoluten Molekulargewicht und dem hydrodynamischen Vo-
lumen war nicht mehr so deutlich, welches auf eine Abnahme des Verzweigungsgrades hin-
weist. Ellis et al. (2010) geben eine Größe von 5 bis 25 kDa an, welches 30-120 Monosac-
chariden entspricht. Die AGs des Weizen-AGPs besitzen ein Molekulargewicht von 20 kDa 
(Göllner et al., 2010). Die Zuckerketten des AGPs aus Echincaea purpurea weisen dagegen 
ein Molekulargewicht von 30 kDa auf (Volk et al., 2007).  
Das Ephedra distachya AGP 2 besitzt ein absolutes Molekulargewicht von 132,6 kDa (hyd-
rodynamisches Volumen: 47,5 kDa). Der ermittelte Proteinanteil liegt bei 7,4% und würde 
damit eine Größe von 9,8 kDa einnehmen. Da Hydroxyprolin wie oben beschrieben 9,5% 
des Proteinanteils ausmacht, würden sich rechnerisch ca. 7 Moleküle Hydroxyprolin in dem 
Protein befinden. Verteilt man diese Hydroxyprolinanzahl auf die Gesamtmolekülmasse 
würden sich Kohlenhydratanteile von je ca. 17,5 kDa ergeben.  
Das Cycas revoluta AGP besitzt ein Molekulargewicht von 180,9 kDa (hydrodynamisches 
Volumen: 77,6 kDa) mit einem Proteinanteil von 9,2 kDa (5,1%). Da Hydroxyprolin 22,5% 
des Proteinanteils ausmacht, befinden sich ca. 16 Moleküle Hydroxyprolin in dem Protein. 
Damit würden die Kohlenhydratanteile eine Größe von 10,7 kDa besitzen. 
 
Die Gesamtmolekulargewichte der AGPs von Ephedra und Cycas fallen demnach nach 
Nothnagel (1997) in die typische AGP-Molekulargrößenordnung. Auch hier deutet, wie be-
reits erwähnt, das geringere hydrodynamische Volumen im Vergleich zum Molekularge-
wicht auf ein stark verzweigtes Molekül hin, welches insbesondere für das AGP von Ephedra 
distachya zutrifft.  
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Für detailiertere Aussagen hätten auch hier die Methode weiter optimiert werden oder 
eine andere Säule verwendet werden müssen, um Störfaktoren wie eine unvollständige 
Peaktrennungen zu verringern. Die ermittelten Molekulargewichte sind daher eher als Ten-
denz zu betrachten.  
 
Für die Beschreibung der räumlichen Struktur der AGPs existieren drei verschiedene Mo-
delle. Das „wattle-blossom“-Modell wurde zuerst durch Fincher et al. (1983) für ein AGP 
aus Gummi arabicum beschrieben, welches ein Protein-Rückgrat besitzt, das verzweigte 
AG-Seitenketten zeigt. Hier wird von einer globulären Struktur ausgegangen. 
Qi et al. (1991) beschreiben ein twisted hairy rope model, welches ein langgestrecktes Mo-
lekül zeigt. Weiterhin wurde von Sanchez et al. (2007) ein weiteres Strukturmodell einer 
scheibenförmigen Struktur von dem AGP aus Gummi arabicum nachgewiesen (1.4.6.). Für 
die AGPs aus den analysierten Gymnospermen würde aufgrund des Vergleiches der abso-
luten Molekulargewichte zu den hydrodynamischen Volumina eher das „wattle blossom“ 
Modell zutreffen, welches bereits schon für Moose (Bartels et al., 2017) und Samenpflan-
zen (Fincher et al., 1983) beschrieben worden ist. 
 
Diese Ergebnisse der Strukturaufklärung über die drei Gymnospermen-AGPs tragen zu ei-
nem besseren Verständnis der evolutionären Entwicklung der AGPs und damit zum Aufbau 
der pflanzlichen Zellwand bei. Um eine umfassenderen Einblick in die AGP-Entwicklung und 
einen größeren Vergleich zu den AGPs anderer Pflanzengruppen zu erhalten, wird die Cha-
rakterisierung der AGPs von weiteren ausgewählten Arten aller Abteilungen der Gymnos-
permen nötig sein. Weiterhin müssten die strukturabhängigen Funktionen der AGPs in der 
pflanzlichen Zellwand von Gymnospermen aufgeklärt werden. 
 
4.2. Interaktionsstudien mit humanen Galektinen 
Bei Galektinen handelt es sich um β-Galactosidbindenden Lektine, welche über zahlreiche 
intrazelluläre Funktionen wie Zellproliferation, Zelltod und mRNA-Splicing sowie extrazel-
luläre Funktionen wie Zelladhäsion verfügen. Für die extrazellulären Funktionen ist die In-
teraktion mit verschiedenen Glykoproteinen und Glykolipiden an der Zelloberfläche von 
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immenser Bedeutung (Miller et al., 2009). Für die Interaktion sind zwei Mechanismen ver-
antwortlich: Eine hydrophile Wechselwirkung bestimmter OH-Gruppen des Zuckers über 
Wasserstoffbrückenbindungen mit hydrophilen Einheiten des Galektins sowie hydrophobe 
Wechselwirkungen der nichtpolaren Einheiten im Galactosering des Zuckers und der aro-
matischen Aminosäure Tryptophan im Galektin (Di Lella et al., 2009; Dings et al., 2018). 
Dabei kann jede CRD ein Tetrasaccharid aufnehmen (Cousin und Cloninger, 2016). Die Ga-
lektine reagieren in Abhängigkeit von der Anzahl der vorhandenen CRDs bivalent oder mul-
tivalent (Liu und Rabinovich, 2005).  
 
Bei Galektin-1 handelt es sich um ein Polypeptid mit einer Größe von 14 kDa (Bürger et al., 
1996), welches als Monomer oder Dimer vorkommt (van der Leij et al., 2004) und an zahl-
reichen Funktionen wie Zelladhäsion, tumorinduzierten Angiogenese und Zelltod beteiligt 
ist (Cousin und Cloninger, 2016). Die CRD zeigt wie bei allen Galektinen eine β-Sandwich-
struktur (Miller et al., 2015) und ist an der Interaktion zahlreicher Glykoproteine mit β-
Galactoseverknüpfung wie Laminin und Fibronektin beteiligt (Miller et al., 2009).  
Galektin-3 ist ein Galektin vom chimären Typ (Dings et al., 2018). Eine einzelne Polypep-
tidkette bildet zwei verschiedene Domänen aus: Eine C-terminale zur Kohlenhydratbindung 
und eine N-terminale Domäne, welche für die Bildung von Oligomeren verantwortlich ist 
(Dumic et al., 2006). Wie Galektin-1 spielt es eine wichtige Rolle bei verschiedenen Zellvor-
gängen wie Zelladhäsion, Zellwachstum, Chemotaxis, Apoptose und Angiogenese (Fortuna-
Costa et al., 2014) durch Bindung an zahlreiche intrazelluläre und extrazelluläre Glykopro-
teine (Ahmed und AlSadek, 2015).  
Die Galektine-1 und -3 kommen bevorzugt in Immunzellen vor (Punt et al., 2015). 
 
Für die Untersuchung der Bindung zwischen Lektinen und ihren Liganden eignen sich ver-
schiedene Methoden wie die isothermale Titrationskalorimetrie (Di Lella et al., 2009) oder 
auch BLI. Weiterhin wurde zum Beispiel die Bindungsaffinität mittels BLI zwischen dem re-
kombinanten Fusionsprotein Aflibercept (Eylea®), welches zur Behandlung der neovasku-
lären altersabhängigen Makuladegeneration eingesetzt wird, und Galektin-1 untersucht 
(Kanda et al., 2015). 
Lactose und N-Acetyl-D-Lactosamin (LacNac) zeigen die einfachsten strukturellen Grund-
anforderungen, um eine Interaktion mit Galektinen einzugehen (Kamili et al., 2016). Die 
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meisten Galektine, so auch Galektine-1 und -3, binden dabei LacNac deutlich effektiver als 
Lactose (Salomonsson et al., 2010). Bei der Verknüpfung von Galactose mit einem Bin-
dungspartner, wie Glucose in dem Disaccharid Lactose, erhöht sich die Bindungsaffinität 
um das 50zigfache auf ca. KD = 0,2 mM. Zusätzliche Zucker an Position 3 der Galactose er-
geben eine noch stärkere Bindung mit KD-Werten im mikromolaren Bereich (Saraboji et al., 
2012). Mittels BLI-Studien mit den Liganden Galβ1-4GlcNac und Galβ1-3GlcNac konnte 
bewiesen werden, dass die Galektin-1 und -3 bevorzugt Galβ1-4GlcNac binden. So lag der 
ermittelte KD-Wert bei der Interaktionsmessung von Galβ1-4GlcNac mit Galektin-1 bei 150 
µM und bei 33 µM mit Galektin-3. Die Interaktionsmessung von Galβ1-3GlcNac mit diesen 
Galektinen ergab eine schwächere Bindung (KD: 340 µM mit Galektin-1 sowie 93 µM mit 
Galektin-3 (Hsieh et al., 2015). Ein klassischer Ligand für Galektin-3 ist weiterhin  
Asialofetuin (ASF), ein multivalentes Glykoprotein, welches neun LacNac-Epitope aufweist 
(Bumba et al., 2018). Weitere Untersuchungen zeigen, dass einige Galektine wie Galektin-
1, -2, -3, -7, -8 und -9 bevorzugt an PolyLacNac-Einheiten binden (Kamili et al., 2016).  
Aufgrund ihrer zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Funktionen, stellen 
die Galektine Zielstrukturen für die Arzneimittelforschung, insbesondere in der Tumorthe-
rapie, dar (Ahmed und AlSadek, 2015).  
 
Für die kinetische Interaktionsmessung am BLI wurden das Galektin-3 und das zellfrei ex-
primierte Galektin-1 eingesetzt. Die Interaktionsstudien wurden für Galektin-3 mit dem 
AGPNativ, AGP Alk/TFA 0,2, AGPOxal und einem AGPAlk/Oxal von Ginkgo biloba durchgeführt. Durch 
die Hydrolyseprozesse kommt es zu einer Erhöhung des Galactoseanteils bei gleichzeitiger 
Abnahme des Molekulargewichtes. So zeigt das AGPNativ ein Galactosegehalt von 26,9%, 
das AGPOxal ein von 41,2% und AGPAlk/TFA ein Gehalt von 61,1%. Da Vorversuche von dem 
AGPAlk/Oxal aus Echinacea purpurea mit verschiedenen Galektinen sehr gute Ergebnisse auf-
zeigten, wurde dieses AGP als Interaktionspartner für das zellfrei exprimierte Galektin-1 
gewählt. 
Die Bindung von Pektin-Polysacchariden an Galektin-3 ist bereits mehrfach beschrieben 
worden, so zeigt Citruspektin in der nativen Form aufgrund seiner geringen Wasserlöslich-
keit keine Reaktion mit Galektin-3. Nach Hydrolyseprozess zeigen Fragmente des Citruspek-
tins, modifiziertes Citruspektin (MCP) genannt, eine Ligandenfunktion (Nangia-Makker et 
al., 2002). Weitere Untersuchungen sind mit AGs mit modifiziertem Citruspektin aus Panax 
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notoginseng und Galektin-3 (Lu et al., 2017) sowie dem Ginseng-Pektin und Galektin-13 
mittels BLI untersucht worden (Su et al., 2018). Die Rhamnogalacturonan-I (RG-I) Region 
aus Citruspektin besitzen größere Mengen von linearen β-1,4-D-Galactanketten, die eine 
sehr gute Affinität zu der CRD von Galektin-3 aufweisen (Gunning et al., 2009). Bei Unter-
suchungen der Bindungsaffinität mittels BLI konnten Zhang et al. (2016) eine starke Bin-
dung zwischen Galektin-3 und RG-I nachweisen (KD: 0,095 µM). Der KD-Wert mit MCP lag 
hingegen bei 14,78 µM, welches in einem unterschiedlich starken Bindungsverhalten der 
einzelnen Strukturelemente von MCP an Galektin-3 begründet liegen könnte (Zhang et al., 
2016). Weiterhin untersuchten Zhang et al. (2017) das Bindungsverhalten mittels BLI von 
Galektin-3 mit RG und mit zwei HGs, bei welchem eine stärkere Bindung mit RG beobachtet 
wurde.  
Weiterhin sind Interaktionsstudien in Bezug auf das Bindungsverhalten der CRDs der Ga-
lektine-1 und -3 mit großen Polysacchariden wie α-Galactomannanen (60 kDa) sowie 
Rhamnogalacturonan (120 kDa) durchgeführt worden (Dings et al., 2018). 
Über die Interaktion von Galektinen mit AGs bzw. AGPs ist nur sehr wenig bekannt. André 
et al. (2015) konnten eine Interaktion von Lärchen AGs und deren Partialhydrolysen (Oxal-
säurehydrolyse und TFA-Hydrolyse) mit verschiedenen Galektinen in einem zellbasierten 
Assay nachweisen. So nahm die Bindungsaffinität der Galektine-1 und -3 in Abhängigkeit 
der Zunahme des freigelegten 1,3,6-Galactoseinheiten im Backbone zu. Diese Daten zeigen, 
dass das komplexe Interaktionsverhalten von sehr vielen verschiedenen Faktoren abhängig 
ist. 
 
Die Ergebnisse der Messung von Galektin-3 mit allen genutzten Ginkgo biloba AGPs zeigen 
eine Interaktion bei einer sehr geringen unspezifischen Bindung der AGPs an die SA-Senso-
ren.  
Das AGPNativ, das AGPAlk/TFA 0,2 und das AGPOxal zeigen hierbei in der durchgeführten Einfach-
messung ein sehr ähnliches Bindungsverhalten, dennoch sind leichte Tendenzen zu erken-
nen, dass das native AGP die stärkste Bindung aufweist. Hierbei wurde erwartet, dass das 
AGPAlk/Oxal eine stärkere Bindung zeigt, bedingt durch das Freilegen von weiteren Galact-
seeinheiten durch die Abspaltung von Arabinosen, welches jedoch nicht bestätigt werden 
konnte. Aufgrund der durchgeführten Einfachmessungen konnte kein KD-Wert ermittelt 
werden und es bedarf der Durchführung von weiteren Untersuchungen. Als Begründung 
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für die stärkere Interaktion des nativen AGPs mit Galektin-3 wäre die große Anzahl an gro-
ßen β-1,4-Galactose-Seitenketten anzuführen. Ebenso könnten terminale furanosidische 
Arabinoseeinheiten in den Seitenketten die Bindungspartner durch unterschiedliche Me-
chanismen stabilisieren, welche bei den partialhydrolysierten AGPs fehlen würden. Aus den 
Ergebnissen kann vermutet werden, dass sowohl Galactoseeinheiten als auch Arabino-
seeinheiten für die Interaktion verantwortlich sind. Für ein Rhamnogalacturonan konnte 
gezeigt werden, dass die Bindung an Galektin-3 sowohl über die CRD-Region als auch über 
die N-terminale Aminosäurekette erfolgt (Miller et al., 2017). 
 
Das AGPAlk/TFA 0,2 interagiert am schwächsten. Vermutlich sind durch die Säurehydrolyse 
entscheidende Galactosebindungsstellen abgespalten worden. Sehr schön zeigt sich die 
konzentrationsabhängige Interaktion von dem AGPAlk/Oxal hydrolysierten AGP von Ginkgo 
biloba mit Galektin-3, für welche ein KD-Wert bei einem bivalenten Fitting von 0,106 µM 
ermittelt werden konnte. Damit konnte mit diesem AGP eine gute Interaktion mit Galektin-
3 nachgewiesen werden.  
 
Für eine weitere Interaktionsstudie wurde das AGPAlk/Oxal von Echincaea pupurea mit dem 
zellfrei exprimierten Galektin-1 genutzt. Der durchgeführte Westernblot bestätigte eine er-
folgreiche zellfreie Expression (3.2.2.). Diese zellfreie Expression wurde in Kooperation mit 
dem Arbeitskreis von Prof. Dr. E. Beitz, Abteilung der Pharmazeutisch-Medizinischen Che-
mie, Pharmazeutisches Institut der CAU zu Kiel durchgeführt, dessen Forschungsschwer-
punkte auch das Arbeiten mit der zellfreien Proteinsynthese umfasset (Hajek et al., 2019; 
Helmstetter et al., 2019). 
Die gemessene Konzentration des Proteins mittels Bradford-Reagenz lag bei geringen  
147 µg/ml. Die Auswertung des SDS-Gels ergab, dass eine hohe Konzentration noch auf den 
beads gebunden war. Damit hätte das Elutionsverhalten noch deutlich optimiert werden 
müssen, um eine höhere Ausbeute zu gewinnen.  
Das native AGP von Echinacea purpurea, welches als Ligand mit unterschiedlichen Konzent-
rationen genutzt wurde, besteht im Backbone aus 1,3-Galactoseeinheiten, die an Position 
6 Verknüpfungen mit 1,6-Galp und 1,5-Araf zeigen. Als terminale Gruppe kommt 1-Araf vor 
(Classen et al., 2000). Die alkalische Hydrolyse bewirkt eine Abspaltung des Proteinanteils, 
bei der die für die Verknüpfung verantwortliche Aminosäure erhalten bleibt. Die Oxalsäure 
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Hydrolyse bewirkt eine Abspaltung labiler terminaler furanosidischer Arabinosen. Damit 
besteht der Kohlenhydratanteil im Wesentlichen aus 1,3,6-Galp, 1,3-Galp sowie 1,6-Galp 
bei einem geringeren Molekulargewicht. Bei dieser Interaktion konnte ein KD-Wert bei ei-
nem 1:1 Fitting von 1,41 µM ermittelt werden. Welche Strukturen für die Interaktion zu-
ständig sind, ist nicht bekannt. Der KD Wert eher als Tendenz zu betrachten. So ist unklar, 
ob die gesamte Funktionsfähigkeit des Galektins bei der zellfreien Expression hergestellt 
werden konnte und inwiefern die Lagerung einen negativen Einfluss auf dieses hatte. Für 
aussagekräftigere Werte hätten Mehrfachversuche mit unterschiedlichen Probenkonzent-
rationen durchgeführt werden müssen sowie vergleichende Untersuchungen mit anderen 
nativen AGPs und partialhydrolysieren AGPs.  
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass diese Interaktionsstudien eine vielversprechende 
Tendenz der Interaktionen der humanen Galektine-1 und -3 mit verschiedenen AGPs auf-
zeigen. So scheinen die AGPs von Ginkgo biloba und Echinacea purpurea entscheidende 
Strukturmerkmale zu besitzen, die eine Interaktion möglich machen, die aber noch explizit 
und umfassend erforscht werden müssen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
Arabinogalactan-Proteine (AGPs) sind Signalmoleküle der pflanzlichen Zellwand mit vielfäl-
tigen Funktionen. Während die strukturelle Charakterisierung dieser Glykoproteine für die 
Angiospermen bereits sehr umfassend bearbeitet wurde, gibt es bisher wenig Wissen über 
das Vorkommen und die Struktur dieser Moleküle in Gymnospermen. Des Weiteren fehlt 
es in der Literatur teilweise an einer klaren Abgrenzung gegenüber den Arabinogalactanen 
(ohne Proteinanteil), die im Holz einiger Gymnospermen in großer Menge vorkommen. Aus 
diesem Grund wurden in dieser Arbeit Arabinogalactan-Proteine (AGPs) aus den Gymnos-
permen Ginkgo biloba, Ephedra distachya, Cycas revoluta und Encephalartos longifolius 
isoliert und charakterisiert. Die Untersuchung der AGPs bietet interessante Einblicke zu de-
ren evolutionärer Entwicklung.    
Der Proteingehalt der drei AGPs lag zwischen 5,0-7,5% und damit im Bereich der AGPs der 
Angiospermen. Die Aminosäure Hydroxyprolin, die in AGPs normalerweise für die Bindung 
des Polysaccharidanteils verantwortlich ist, findet sich im Proteinanteil von Ginkgo und 
Ephedra mit Mengen von 6-10% (Ginkgo biloba: 6,8%, Ephedra distachya: 9,5%) im Bereich 
der Angiospermen-AGPs, während bei Cycas revoluta der Hydroxyprolinanteil mit 22,5% 
auffällig hoch ist. 
Der Kohlenhydratanteil aller untersuchten AGPs zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an 
Arabinose aus. Während bei AGPs aus Angiospermen Galactose meist deutlich überwiegt, 
zeigen alle Gymnospermen-AGPs ein ungefähr ausgeglichenes Ara:Gal-Verhältnis. Ein be-
sonderes Merkmal der untersuchten AGPs (mit Ausnahme des Cycas revoluta AGPs) ist das 
Vorkommen terminaler 3-O-Methyl-Rhamnose – ein Monosaccharid, welches in AGPs und 
auch anderen Polysacchariden der Angiospermen nicht vorkommt, in Gymnospermen-
AGPs bisher nicht beschrieben wurde und in letzter Zeit in AGPs verschiedener Moose und 
Farne nachgewiesen werden konnte.  
Der Kohlenhydratstrukturen der AGPs von Ephedra distachya und Cycas revoluta weisen 
den typischen Aufbau eines AGs Typ II auf mit dem Hauptverzweigungspunkt 1,3,6-Galac-
tose und einem auffällig hohen Gehalt an terminaler Arabinose. 3-O-Methyl-Rhamnose 
konnte nur in dem AGP von Ephedra distachya und in jenem von Encephalartos longifolius 
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gefunden werden. Die absoluten Molekulargewichte liegen mit 130-185 kDa im Bereich der 
AGPs der Angiospermen (Ephedra distachya: 132,6 kDa, Cycas revoluta: 180,9 kDa). 
Im Gegensatz dazu zeigt das Ginkgo-AGP ungewöhnliche Strukturmerkmale. Es zeichnet 
sich in den Grundzügen durch die klassischen Monosaccharidstrukturen eines Typ II-Arabi-
nogalactans in der Galactan-Hauptkette wie 1,3,6-Galp, und 1,3-Galp aus. In den Seitenket-
ten zeigen sich auffällig große Mengen an 1,5-Araf und 1-Araf. Zusätzlich wurde der unge-
wöhnliche Zucker 3-O-Metyhl-Rhamnose als Endgruppe nachgewiesen. Interessanterweise 
konnte ein sehr hoher Gehalt von 1,4-Galp nachgewiesen werden, welche ein typischer 
Bestandteil eines AGs vom Typ I ist. Das absolute Molekulargewicht des Ginkgo-AGPs ist 
mit ca. 520 kDa auffällig groß.  
Ein neues medizinisches Target, insbesondere in der Tumortherapie, stellen humane Ga-
lektine dar, die galactanhaltige Strukturen binden. Aus diesem Grund kommen auch pflanz-
liche Galactane als potentielle Galektin-Inhibitoren in Frage. Mittels der Bio-Layer-Interfe-
rometrie wurden daher kinetische Interaktionsstudien zum Nachweis der Bindung von 
AGPs an die Galektine-1 und -3 durchgeführt.  Dazu wurde Galektin-1 zellfrei exprimiert 
(Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Eric Beitz) und die Bindung an ein partialhydrolysiertes 
AGP aus Echinacea purpurea nachgewiesen (KD=1,41 µM).  Das native Ginkgo-AGP und des-
sen verschiedene partialhydrolysierte Derivate mit höherem Galactangehalt und geringe-
ren Molekulargewichten wurden auf Interaktionen mit humanem Galektin-3 untersucht. 
Dabei zeigte das native AGP die höchste Bindungsaffinität, evtl. bedingt durch eine zusätz-
liche Bindungsstelle am Galektin außerhalb der CRD, wie es kürzlich für ein Rhamnogalac-
turonan ermittelt wurde.  
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6. SUMMARY 
Arabinogalactan proteins (AGPs) are signaling molecules of the plant cell wall with a variety 
of functions. For the angiosperms, the structures of these glycoproteins have already been 
investigated extensively, whereas there is little knowledge about the occurrence and struc-
tural composition of these molecules in gymnosperms. Furthermore, literature does not 
provide a clear separation from arabinogalactans (without a protein content), which are 
found in large quantities in the wood of some gymnosperms. For this reason, AGPs from 
the gymonsperms Ginkgo biloba, Ephedra distachya, Cycas revoluta and Encephalartos lon-
gifolius were isolated and characterized. These studies of gymnosperm-AGPs offers inte-
resting insights into their evolutionary development. 
The protein content of the three AGPs (Ginkgo, Ephedra, Cycas) is between 5.0-7.5% and 
thus in the range of the AGPs of angiosperms. For Ginkgo biloba: 6.8% and Ephedra dis-
tachya: 9.5%, the amount of the amino acid hydroxyproline, which is normally responsible 
for binding the polysaccharide fraction, is, with amounts of 6-10%, comparable to that of 
angiosperm-AGPs. In contrast, the hydroxyproline fraction is conspicuously high (22.5%) in 
the Cycas revoluta AGP.  
The carbohydrate content of all examined AGPs is characterized by a high amount of ara-
binose. Galactose predominates most angiosperms-AGPs, whereas all investigated gym-
nosperm-AGPs showed comparatively balanced Ara:Gal ratios. An interesting feature of 
the AGP (with the exception of the Cycas revoluta AGP) was the occurrence of terminal 3-
O-Methyl-Rhamnose, a monosaccharide which does not occur in AGPs and other polysac-
charides of angiosperms and has not yet been described in gymnosperm-AGPs. However, 
the occurrence of 3-O-Me-Rhap in different mosses and ferns has been recently reported. 
The carbohydrate structures of the AGPs from Ephedra distachya and Cycas revoluta show 
the typical structure of a type II AG, which is 1,3,6-Galp as the main branch point and a high 
amount of terminal arabinose. 3-O-Me-Rhap was only found in the AGPs of Ephedra dis-
tachya and Encephalartos longifolius. The absolute molecular weights of 130-185 kDa are 
comparable to those of the angiosperm-AGPs (Ephedra distachya: 132.6 kDa, Cycas revo-
luta: 180.9 kDa). In contrast, the AGP of Ginkgo biloba showed unusual structural features. 
The main galactan chain is characterized by the classical monosaccharide structures of a 
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type II arabinogalactan, like 1,3,6-Galp and 1,3-Galp, accompanied by high amounts of 1,5-
Araf and 1-Araf. Additionally, the unusual terminal monosaccharide 3-O-Me-Rhap was also 
detected. Interestingly, a very high content of 1,4-Galp was detected, which is a typical 
component of a type I arabinogalactans. The absolute molecular weight of the Ginkgo-AGP 
(520 kDa) is very high. 
A new medical target, especially in tumor therapy, are human galectins, which bind ga-
lactan structures. Consequently, herbal galactans can also be considered as potential ga-
lectin inhibitors. Therefore, kinetic interaction studies were performed by utilising bio-
layer-interferometry to investigate the binding of AGPs to galectin-1 and -3. For this pur-
pose, a cellfree galectin-1 was expressed (cooperation with working group of Prof. Dr. Eric 
Beitz, CAU Kiel) and a binding to a partial hydrolized AGP from Echinacea purpurea was 
detected (KD=1.41 µM). The native Ginkgo-AGP and the various partially hydrolyzed AGP-
derivates with high galactan content and lower molecular weights were investigated for 
interactions with human galectin-3. The native AGP showed the highest binding affinity, 
which could be a result of an additional binding site on the galectin outside of the CRD, 
comparable to the one that was recently found for a rhamnogalacturonan. 
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